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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Photodynamische Therapie
1.1.1 Geschichtlicher Ruckblick

Schon vor tausend Jahren war die therapeutische Wirkung von Licht bekannt.
Sie wurde im alten Agypten, Indien und China zur Behandlung verschiedenster
Krankheiten wie beispielsweise Psoriasis, Vitiigo und Psychosen genutzt
(Spikes 1985, Epstein1990).

Zu der damaligen Zeit wurde auch das Zusammenwirken von Licht mit
bestimmten Bestandteilen von Pflanzen entdeckt, was heute unter dem Begriff
Photochemotherapie bekannt ist und zur Therapie der Psoriasis eingesetzt
wird.

Die Wurzeln der Photodynamischen Therapie reichen dagegen nicht so weit
zurick. Den Grundgedanken der Photodynamischen Therapie, den Zelltod
durch eine Interaktion zwischen Licht und chemischen Substanzen zu
induzieren, kennt man seit ca. 100 Jahren (Ackroyd 2001). Die ersten Versuche
wurden 1900 von Oskar Raab beschrieben. Er beobachtete, dass Infusorien,
die mit Acridinlésung behandelt wurden, starben, wenn sie Sonnenlicht
ausgesetzt wurden, wahrend in Dunkelheit verbliebenen sowie unbehandelte
Infusorien Uberlebten. Raab erklarte sich diesen Vorgang damals durch die
fluoreszierende Eigenschaft von Acridin. Er vermutete eine Umsetzung der in
den Lichtstrahlen enthaltenen Energie in chemische Energie, welche zum Tode
der Infusorien fuhren sollte (von Tappeiner 1900).

Aufgrund des Wissens Uber dieses Verhalten fluoreszierender Stoffe
versuchten v. Tappeiner und der Dermatologe Jesionek damals,
karzinomatose, tuberkulése und luetische Krankheitsherde der Haut durch
topische Applikation von Eosin mit Licht zu behandeln (v. Tappeiner und
Jesionek 1903). Die Erkenntnis der Abhangigkeit dieser Reaktionen von
Sauerstoff fuhrten 1907 zur Einfuhrung des von Jodlbauer und von
Tappheimers gepragten Begriffes ,Photodynamische Wirkung® ( v. Tappeiner
und JodIbauer 1907).

Im Jahre 1908 beschrieb Hausmann erstmals die Phototoxische Wirkung von
Hamatoporphyrin. Hausmann nahm ferner an, dass die Zerstérung von
GefalBen ein  wesentlicher  Bestandteil der  Wirkungsweise  der
Photodynamischen Therapie sei (Hausmann 1908, Hausmann 1911). Die erste
Anwendung von Hamatoporphyrin am Menschen erfolgte 1912 durch Friedrich
Meyer-Betz in einem Selbstversuch. Er injizierte sich Hamatoporphyrin und litt
anschlieRend an lichtexponierten Arealen an Odemen, Hyperpigmentation und
Schmerzen (Meyer-Betz 1913). Dieser Selbstversuch bewies die
photodynamische bzw. phototoxische Wirkung von Porphyrinen beim
Menschen.

Im Laufe der Zeit entdeckte man auch die diagnostischen Mdglichkeiten des
Hamatoporphyrins. Policard berichtete 1924 Uber die charakteristische roétliche
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Fluoreszenz des Hamatoporphyrins in Sarkomgewebe von Ratten nach
Bestrahlung mittels ultravioletten Lichtes (Policard 1924).

Ausgehend von den Beobachtungen Policards nahm man an, dass sich
Hamatoporphyrin bevorzugt in tumorésem Gewebe anreichert, was die Idee
einer neuen diagnostischen und therapeutischen Mdglichkeit von malignen
Erkrankungen aufkommen lies. Diese ldee fand Bestatigung, als Figge 1948
durch seine Tierversuche eine erh6hte Affinitat der Porphyrine gegenuber stark
proliferierenden wie neoplastischen, embryonalen und regenerativen Geweben
aufzeigen konnte (Figge 1948).

Erst ca. 70 Jahre nach den ersten Beobachtungen Raabs und von Tappeiners
begann sich die Photodynamische Therapie (PDT) weiter zu entwickeln. Ein
wichtiger Meilenstein in der Entwicklung der PDT wurde 1975 von Dougherty
durch seine Versuche mit an Brustkrebs erkrankten M&ausen gelegt. Nach
Behandlung der Mause mit 2.5-5.0 mg/kg Hamatoporphyrinderivat (HpD) und
anschlieBender Bestrahlung mit rotem Licht konnte ein Riickgang des Tumors
bei 48% der Mause beobachtet werden (Dougherty 1975).

Im Jahre 1978 fand erstmals die erfolgreiche Durchfihrung der PDT an
Menschen, die an Hauttumoren litten, statt (Dougherty 1978). Von diesem
Moment an versuchte man, verschiedenste maligne Erkrankungen mittels PDT
zu therapieren.

Im Jahre 1984 wurde der erste Photosensitizer von der American Food and
Drug Administration zugelassen, bei dem es sich um Dihamatoporphyrin-ether
(DHE) handelt, welcher unter dem Namen Photofrin bekannt ist. Es folgten bis
zum heutigen Tag viele klinische und experimentelle Studien im Bereich der
PDT sowie die Entdeckung mehrerer neuer Photosensitizer, wie auch die der in
dieser Arbeit verwendeten 5-Aminolavulinsaure (Levulan).

Genau ein Jahrhundert nach den ersten Versuchen Oskar Raabs, wird die
Photodynamische Therapie zur Behandlung verschiedener Tumoren, wie
beispielsweise der Haut, der Blase und des Osophagus, aber auch bei
gutartigen Erkrankungen erfolgreich eingesetzt.

1.1.2 Prinzip der Photodynamischen Therapie

Das Prinzip der Photodynamik beruht auf einer innerhalb der Zelle ablaufenden
Wechselwirkung zwischen einem Photosensitizer und Licht einer bestimmten
Wellenlange. Wahrend dieser Wechselwirkung wird Lichtenergie von der
photosensibilisierenden Substanz absorbiert, wobei Fluoreszenz oder
Photooxidation erzeugt werden kann. Die so entstandene Fluoreszenz wird zur
Diagnostik von malignen und gutartigen Erkrankungen eingesetzt, wahrend die
Photooxidation zu einer Zellzerstorung fihrt und unter dem Namen
Photodynamische Therapie zur Behandlung von Erkrankungen, meist von
malignen Tumorerkrankungen eingesetzt wird. Abbildung 1.1.
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Photosensitizer + Laserlicht einer best.
Wellenlange
Fluoreszenz Photooxidation
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Zelldestruktion

Diagnostik Therapie

Abb. 1.1. Mechanismus der Photodynamik

Die Photodynamische Therapie besteht aus drei Komponenten. Sie benétigt
eine photosensible Substanz, die sich bevorzugt in maligne entartetem oder
krankhaft verdnderten Gewebe anreichert. Die zweite Komponente stellt Licht
einer bestimmten Wellenlange dar, das dem Absorptionsspektrum des
Photosensitizers entspricht. Die dritte Komponente ist der molekulare
Sauerstoff. Diese drei Komponenten missen gleichzeitig vorhanden sein, damit
es zu einer Photodynamischen Wirkung kommen kann (Henderson and
Dougherty 1992).

Durch Licht einer bestimmten Wellenlange wird der Photosensitizer zu einem
hoch reaktiven Zwischenprodukt angeregt. Dieses Zwischenprodukt reagiert
entweder direkt oder indirekt Gber weitere Molekile mit Sauerstoff, so dass
Sauerstoffradikale wie z.B. Superoxid entstehen (Typ | Reaktion). Bei der Typ II
Reaktion findet ein Energietransfer vom Photosensitizer zum Sauerstoff statt,
bei dem Singulett-Sauerstoff (*O,) gebildet wird. Sowohl der Singulett-Zustand
des Sauerstoffs als auch die wahrend einer Typ I-Reaktion entstandenen
Sauerstoffradikale sind in der Lage zellulare Strukturen zu schadigen. Es wird
vermutet, dass der Typ IlI-Mechanismus fur die zytotoxische Wirkung von
Photosensitizern verantwortlich ist (Weishaupt 1976).

Der Singulettsauerstoff ist in der Lage weniger als 0,02 pum innerhalb des
Gewebes zu wandern (Moan 1991). Deswegen befindet sich meist in direkter
Nachbarschaft zur Lage des Photosensitizers die Stelle der initialen Zell- und
Gewebeschadigung (Peng 1996), d.h. abhangig von der Lokalisation der
photosensiblen Substanz kommt die zelltoxische Wirkung des Singulett-
Sauerstoffs zu tragen. Schadigungen werden an Mitochondrien, Lysosomen,
biologischen Membranen, Endoplasmatischen Retikulum, Cytoskelett und dem
Zellkern beobachtet (Moan 1989).
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Die Inaktivierung der mitochondrialen Enzyme wird als ein sehr wichtiger
Vorgang, sogar als das Schlusselereignis, das zum Tod der Zelle fuhrt,
angesehen (Gibson 1989, Salet and Moreno 1990).

Es kommt zum Anschwellen der Mitochondrien und zu einer Zerstérung ihres
Aufbaus. Die membrangebundenen mitochondrialen Enzyme wie z.B. die
Cytochrom C Oxidase und die Succinat-Dehydrogenase werden durch die PDT
inaktiviert. Dadurch kommt es zu einer Stérung in der Atmungskette (Hilf 1984,
Kessel 1986 a,b). Ebenso werden die Enzymsysteme der Lysosomen und des
Cytosols durch die PDT geschadigt (Boegheim 1987, Moan 1989).

Weitere Auswirkungen der PDT sind an der Plasmamembran zu finden, dort
kann es zu Depolarisationen und zu einer Storung bzw. Inaktivierung der
membranstandigen Pumpen wie z.B. der Na'/ K'-ATPase oder der Ca2’-
ATPase kommen (Dubbelman 1984, Specht 1990, Joshi 1994) sowie zu
Lipidperoxidation (Thomas 1989) und Protein Crosslinking (Shen 1996). Auch
eine Schadigung an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums l&asst
sich nach PDT beobachten, dabei kommt es u.a. zu einer Inaktivierung von
Acyl-CoA (Acyl coenzyme A) welches im Stoffwechsel der Fettsauren eine
wichtige Rolle spielt (Candide 1989).

Das Zytoskelett wird durch Mikrofilament-Rupturen und Verhinderung der
Polymerisation von Tubulin geschadigt (Wieman 1992, Berg and Moan 1997).

Da sich die Photosensitizer auch in der Kernmembran anreichern, kann der
Singulett-Sauerstoff auch kernmembrannahe Desoxyribonukleinsdure (DNA)
schadigen. Hier kommt es zu Strangbrichen, DNA-Protein Crosslinking,
Schwesterchromatin-Austausch, Chromosomen-Aberrationen und Mutationen.

Welche dieser Mechanismen letztendlich fur den durch PDT induzierten Zelltod
in Form von Apoptose und Nekrose verantwortlich sind, konnte bisher nicht
ausreichend geklart werden und scheint von verschiedenen Faktoren wie
Zelltyp, Art des Photosensitizers, dessen Konzentration, der Inkubationszeit,
der Lichtdosis und der Lichtquelle abzuhangen (He 1994, Dellinger 1996, Noodt
1996, Miyamoto 1999, Moor 2000).

Die photodynamische Therapie wirkt nicht nur auf zellularer Ebene, sondern
zeigt auch Effekte auf die Vaskularisation des Gewebes. Wahrend der PDT wird
die Mikrovaskularisation geschadigt, es kommt zur Stase und Thrombenbildung
innerhalb des GefalRes, zur Hamorrhagie, zu GefalRverengungen und
schlieB3lich zum Verschluss des GefaRes (Reed 1989, Jacobs 1990, Tromberg
1990, Fingar 1996). Dies fuhrt zu einer verschlechterten bzw. sistierten
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Tumors, welche zu Ischamie und zum
Untergang des tumordsen Gewebes flhrt.

Ferner wird in der Literatur berichtet, dass auch inflammatorische und
immunologische Prozesse fiur die Zellzerstérung unter PDT verantwortlich sind.
Hierbei spielen die Bildung von Stressproteinen, wie z.B. das heat shock protein
(HSP) oder das glucose regulated protein (GRP), Akute Phase Proteinen,
Peroxidasen, Cytokinen, Wachstumsfaktoren sowie Aktivierung von
Komplement eine Rolle, die ihrerseits das spezifische Immunsystem in Form
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von Lymphozyten aktivieren (Evans 1990, Nseyo 1990, Gomer 1991, Fisher
1993, de Vree 1997, Gollnick 1997, Ochsner 1997).

Zusammenfassend lassen sich drei Mechanismen anfiihren, die zum Zelltod
nach erfolgter PDT fihren. Zum Ersten fihrt die Photodynamische Therapie zur
direkten Schadigung der malignen Zellen. Zweitens lassen sich an den
Gefal3en, die den Tumor versorgen, schwere Schaden beobachten, die fir den
Gewebeuntergang verantwortlich gemacht werden konnen. Drittens konnte
nach erfolgter PDT beobachtet werden, dass die behandelten Zellen eine Reihe
von inflammatorischen Substanzen ausschutten, die weitere Zellen wie
Lymphozyten und Phagozyten in die Nahe des Tumors anlocken, die wiederum
die Tumorzellen angreifen.

1.2 5-Aminolavulinsaure und ihre Ester
1.2.1 Grundlagen

5-Aminolavulinsaure (5-ALA) (Abb.1.2) wird in der Hambiosynthese des
Menschen durch Kondensation von Succinyl-CoA und Glycin gebildet.

COOH

CH,

CH,

C — CH,— NH,

O

Abb. 1.2. Struktur von 5-Aminolavulinsaure

Wahrend der Biosynthese von Ham entstehen Porphyrinvorstufen sowie
Protoporphyrin IX (PpIX; Abb. 1.3), welches einen wirksamen Photosensitizer
darstellt (Kennedy 1992). Die Bildung von Aminolavulinsaure aus Succinyl-CoA
und Glycin wird durch Ham reguliert, es besteht eine negative Feedback-
Hemmung (Abb. 1.4). Durch exogene Gabe von ALA kann diese negative
Feedback-Hemmung umgangen werden, so dass PplX vermehrt gebildet wird
und innerhalb des Gewebes akkumuliert. Das PpIX kann dann nach
Bestrahlung mittels Laser je nach verwendeter Wellenlange entweder durch die
entstehende Fluoreszenz zur Diagnostik (PDD, blaues Licht) oder durch
Photodynamische Effekte zur Therapie (PDT, rotes Licht) eingesetzt werden.

11



Einleitung

OH

OH OH

Abb. 1.3. Struktur von PplIX

negatives
~-.... Feedback

Cytosol

Progfporphyrin IX
Protopg i % K

. Koproporphyrinogen llI
Mol 3-ALAP> Porphobilinogen (4-COOH)

4 Mol \

Porphobilinogen 5-COOH

3-ALA-Synthase
0-ALA

Uroporphorinogen I \
Mitochondrium (8-COOH)

——
Zellmembran \

7-COOH

Abb. 1.4. Ham-Biosynthese
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Dem Protoporphyrin IX wird eine hohe photodynamische Wirksamkeit
zugeschrieben (Roeder, 1990). Dies und die Tatsache, dass es nicht in allen
Zell- und Gewebearten zu einer Akkumulation von PpIX kommt, sondern eine
gewisse Selektivitat fir Tumorzellen vorliegt (Kennedy, 1992), macht das durch
5-ALA induzierte PpIX zu einem geeigneten Photosensibilisator. Ein weiterer
Vorteil von PplX im Gegensatz zu anderen Photosensibilisatoren ist, dass
aufgrund der kurzen Halbwertszeit von PplX, die photodynamischen bzw.
photosensiblen Wirkungen nicht langer als 24 Stunden anhalten
(Kennedy,1992) und die Patienten dem Sonnenlicht ausgesetzt werden kénnen,
ohne grol3ere Hautschaden zu erleiden.

Ein Nachteil von 5-ALA ist seine niedrige Bioverfugbarkeit. Dadurch werden
hohere Dosen benétigt, um einen klinisch wirksamen Spiegel von PpIX zu
erhalten (Loh 1993, Szeimies 1994, Peng 1995). Das liegt an dem hydrophilen
Charakter des 5-ALA-Molekiils. Diese Hydrophilie fihrt zu einer erschwerten
Penetration des Molekils durch biologische Barrieren mit lipophilen
Eigenschaften, wie der Zellmembran. Aber gerade das Durchdringen des 5-
ALA-Molekils durch die Zellmembran und die Bildung des PplX ist fur das
Zustandekommen der therapeutischen Wirkung wesentlich. Daraus wird
deutlich, dass hohere Dosen von 5-ALA verwendet, sowie langere
Inkubationszeiten in Kauf genommen werden mussen, um den Transport Uber
die Zellmembran zu erhdhen. Dieses Defizit fihrt auch zu einer niedrigeren
Eindringtiefe von 5-ALA in das Gewebe (Peng 1992, Loh 1993, Peng 1995,
Hillemanns 1999).

Aus diesen Grinden haben die verschiedenen ALA-Ester, Methyl-, Butyl-,
Hexyl-ALA, welche lipophile Derivate der 5-Aminolavulinsdure darstellen, eine
wesentliche Bedeutung in den Forschungsarbeiten der letzten Jahre erlangt.
Die ALA-Ester selbst sind pharmazeutisch inaktiv, sie werden aber Uber
intrazellulare, nichtspezifische Esterasen innerhalb der Zelle in ALA
umgewandelt (Kloek 1998).

Die ALA-Ester zeichnen sich dadurch aus, dass ihre lipophilen Eigenschaften
starker ausgepragt sind als die von 5-ALA. Dies fuhrt zu einer verbesserten
Diffusion Uber die Zellmembran in die Zelle, und damit zu einer hoheren
Bioverfugbarkeit, was sich letztlich in einer gro3eren PplX-Synthese bemerkbar
macht. Casas (2001) beobachtete bei seinen Untersuchungen, dass eine um
den Faktor 60 niedrigere Konzentration von h-ALA im Vergleich zu 5-ALA
notwendig ist, um dieselbe Menge von PpIX zu erhalten. Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen auch Gaullier (1997) und Uehlinger (2000). In mehreren
Untersuchungen konnte sowohl in vivo (Lange 1999, Van den Akker 2000,
Gerscher 2000), als auch in vitro (Gaullier 1997, Peng 1997, Kloek 1998,
Uehlinger 2000) eine hohere PplX-Fluoreszenz bei Anwendung der ALA-
Derivate im Vergleich zu 5-ALA beobachtet werden.

Zudem fuhren die ALA-Ester zu einer schnelleren Bildung von PplX in der Zelle,
dies kann kirzere Inkubationszeiten nach sich ziehen (Uehlinger 2000, Xiang
2001). Ein weiterer grof3er Vorteil der Ester besteht in einer homogeneren
Verteilung der PpIX-Fluoreszenz und einem tieferen Eindringen
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innerhalb des Gewebes. Weiterhin wird in der Literatur eine hohere
Tumorselektivitat der ALA-Ester beschrieben (Peng 1997, Uehlinger 2000).

Die bessere Bioverfugbarkeit, die verbesserte Penetration, die kirzere
Inkubationszeit, die homogenere Verteilung des induzierten Photosensitizer
PpIX und die bessere Selektivitat der ALA-Ester, ermoglichen eine wesentlich
effizientere Photodynamische Therapie.

1.2.2 Tumorselektivitat

Eine Vorrausetzung fur die PDT von malignen Erkrankungen ist die bevorzugte
Anreicherung des Photosensitizers im Tumorgewebe im Vergleich zum
gesunden Gewebe. Fiur diese Tumorselektivitat gibt es verschiedene Theorien.

So beschreiben Kondo et al., dass die Aktivitat der Ferrochelatase in malignen
Zellen erniedrigt ist, so dass sich PplX, welches normalerweise durch die
Ferrochelatase in Ham umgewandelt wird, in solchen Zellen anreichert (Kondo
1993). Genauso fuhren Stérungen im Eisenmetabolismus und —transport an
dieser Stelle der Hambiosynthese zu einer PpIX-Akkumulation (Elliott 1993, Torti
1994). Ebenso ist es denkbar, dass das in einer Tumorzelle verédnderte
Enzymprofil zu einer verstarkten PplX-Synthese fluihren kann (Leibovici 1988,
Navone 1990).

Auch die veranderte Struktur von Tumorgewebe, charakterisiert durch ein
vergroRRertes Interstitium, Verdanderungen im Gefal3system, eingeschrénkte
Lymphdrainage und eine gréRere Menge von Kollagen, welches Porphyrine
bindet, fuhrt hier zu einer bevorzugten Anreicherung von 5-ALA bzw. PpIX
(Dvorak 1979 a,b, Musser 1980).

Tumorzellen zeichnen sich ferner oft dadurch aus, dass sie verstarkt
Membranrezeptoren fur low-density Lipoprotein (LDL) exprimieren, welche
mittels Endozytose die Aufnahme von LDL-gebundenen Photosensitizern
fordern (Kessel 1986, Jori 1993).

1.3. Intraepitheliale Neoplasien der Zervix

Jahrlich erkranken weltweit etwa 500.000 Frauen an einem Zervixkarzinom, und
350.000 Frauen sterben jahrlich an dieser Erkrankung und deren Folgen. In
Deutschland erkranken jahrlich zwischen 6200 und 7100 Frauen (Inzidenz ca.
12 von 100.000), 1996 verstarben 2154. Diese stellen 4,5 Promille aller
Sterbefédlle der Frauen dar. Die Inzidenz von genitalen Prakanzerosen der
Zervix liegt verglichen mit dem Zervixkarzinom um das 100-fache hoéher. Das
Durchschnittsalter aller Patientinnen betragt 54,7 Jahre.

Beim Zervixkarzinom unterscheidet man zwei gréfl3ere histologische Gruppen:
Plattenepithel- und Adenokarzinom. Es handelt sich in 77% der Falle um ein
Plattenepithelkarzinom und in 11% der Falle um ein Adenokarzinom. In 2,5%
der Falle liegt eine adenosquamdse Differenzierung vor, der Rest wird als
andere Zelltypen oder unspezifizierte epitheliale Tumoren deklariert (Schneider
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2001, Tumorregister Minchen 2002). Bei den in dieser Arbeit untersuchten
Zelllinien handelt es sich um Plattenepithelkarzinomzellen.

Je nach Ausdehnung des Tumors und dem Vorhandensein von Lymphknoten-
oder Fernmetastasen teilt man das Zervixkarzinom in verschiedene Stadien ein
(Tabelle 1.1).

FIGO-Stadium | TNM-Klassifikation |Kriterien

0 Tis Carcinoma in situ
I T1 Zervixkarzinom begrenzt auf die Zervix
I T2 Zervixkarzinom infiltriert jenseits des

Uterus, aber nicht bis zur Beckenwand
und nicht bis zum unteren Drittel der
Vagina

" T3 Zervixkarzinom breitet sich bis zur
Beckenwand aus und/ oder befallt das
untere Drittel der Vagina und / oder
verursacht Hydronephrose oder
stumme Niere

IVa T4 Tumor infiltriert Schleimhaut von Blase
oder Rektum und/ oder Uberschreitet
die Grenzen des kleinen Beckens

Vb M1 Fernmetastasen

Tabelle 1.1. Klassifikation des Zervixkarzinoms nach TNM oder FIGO
T= Primartumor; N= regiondre Lymphknotenmetastasen; M= Fernmetastasen

Je nach Ausdehnung des Zervixkarzinoms erfolgt entweder eine operative
Therapie, eine Radiatio oder eine Kombination von beiden. Neben diesen
klassischen Therapieformen besteht auch die Mdglichkeit der Chemotherapie
oder der Radiochemotherapie, insbesondere in Verbindung mit den oben
beschriebenen Therapien. Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate,
unabhangig von Tumorstadium, Histologie, Alter und Therapie der Patientinnen
liegt bei 55% (Schneider 2001, Klamert and Holzel 1998).

1.4 Fragestellung

Wie oben beschrieben stellt die Photodynamische Therapie eine neue Methode
zur Behandlung maligner Erkrankungen dar. Sie wird bereits in mehreren
Fachbereichen der Medizin erfolgreich angewandt, so z.B. in der Urologie bei
Blasenkarzinomen, in der Neurochirurgie bei Glioblastomen, in der Inneren
Medizin beim obstruktivem Osophaguskarzinom und Lungenkarzinom und in
der Dermatologie bei Basalzellkarzinomen und aktinischer Keratose. Die PDT
beruht auf dem Prinzip, dass durch Laserlicht einer bestimmten Wellenlange ein
Photosensitizer zur Bildung von reaktivem Singulett-Sauerstoff angeregt wird,
der wiederum den Zelltod verursacht.
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Diese Arbeit soll nun in vitro untersuchen, ob mit dem durch 5-
Aminolavulinsaure induzierten Photosensitizer PplIX eine photodynamische
Therapie bei Zervixkarzinomen maglich ist.

Dazu soll an den Zervixkarzinomzelllinien C33A und CaSki untersucht werden,
ob sich 5-ALA und die lipophileren ALA-Ester Methyl-ALA, Buthyl-ALA und
Hexyl-ALA hinsichtlich ihrer Potenz zur PplX-Synthese und damit in der
photodynamischen Wirksamkeit unterscheiden.

Weiterhin soll untersucht werden, ob die PplX-Synthese und photodynamische
Wirksamkeit in Zervixkarzinom-Zellen pH-Wert-abhangig sind und welcher pH-
Wert zu optimalen Ergebnissen fuhrt.

Ferner soll ein moéglicher Einfluss von Serum auf die durch 5-ALA und ihre
Ester induzierte Protoporphyrin IX Fluoreszenz und damit auch auf die PDT
erforscht werden, da es in der Literatur Hinweise gibt, dass Serum die Wirkung
reduziert.

AulRerdem soll Gberpruft werden, ob durch eine Kombination von 5-ALA bzw.
ihrer Ester mit den Eisenchelatoren EDTA oder Desferrioxamin (DEF) die PplX-
Synthese und PDT verbessert werden kann. Eisenchelatoren zeichnen sich
dadurch aus, dass sie durch Komplexbildung mit Eisen die Umwandlung von
PpIX in Ham verhindern und so zu einer verstarkten PplX-Ansammlung fuhren.
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2 Material und Methoden
2.1. Zellkulturen

2.1.1 Zelllinien

Als Modelle fur zervikale Neoplasien dienten fir die in vitro Versuche dieser
Arbeit die beiden Zelllinien C33A (ATCC HTB 31) und CaSki (ATCC CRL
1550).

C33A sind humane, epithelial differenzierte Zellen eines Zervixkarzinoms einer
66-jahrigen Frau, die durch Biopsie gewonnen wurden und als Monolayer
wachsen. Sie enthalt keine Virus-DNA (J Natl Cancer Inst 1964;32:135-148).

Die Zelllinie CaSki stammt aus der Metastase eines epidermoidal
differenzierten Karzinoms der Zervix einer 40 jahrigen Frau, welches ebenfalls
als epithelialer Monolayer wéchst. Die Zellen sezernieren humanes
Choriongonadotropin (3-hCG) und enthalten humane Papillomavirus -DNA 16
(HPV-16; Science 1977;196:1456-1458).

Die Zellen wurden in 250 ml Kulturflaschen (Cellstar, Greiner Labortechnik
GmbH, Frickenhausen) im jeweiligen Medium suspendiert, auf 10° Zellen/ ml
verdinnt und im Brutschrank in einer 5 %-igen COj;-Atmosphare bei 37°C
kultiviert. Jeden zweiten Tag wurde das Medium gewechselt, indem der
Uberstand abpipettiert und frisches Medium hinzugegeben wurde.

2.1.2 Herstellen von Zellkulturmedium

Fur die C33A-Zellen wurde Minimum Essential Medium (MEM; GIBCO BRL,
Eggenstein), fur die CaSki-Zellen RPMI 1640 Medium (GIBCO BRL
Eggenstein) verwendet, welchen jeweils 10 Vol % Fetales Kalberserum (FCS,
GIBCO BRL Eggenstein), 1% Zienam (MSD Sharp & Dohme) und 200 U/mL
Nystatin (Lederle) zugesetzt wurden.

Samtliche Experimente und Manipulationen mit den Zellen wurden
ausschlieBlich  in  der sterilen  Atmosphare  einer  biologischen
Sicherheitswerkbank (Heraeus Lamin Air, Heraeus Sepatech, Osterode)
durchgefuhrt.

2.1.3 Subkultivierung der Zellen

Um das Weiterwachsen der Zelllinien zu sichern, wurde eine Subkultivierung
der Zellen notwendig, da eine konfluente Zellschicht aufgrund der
Kontaktinhibition ihre Mitoseaktivitat einstellt und es so ab einer hohen
Zelldichte zu einem starken Absinken der Proliferationsrate kommt, was zum
Absterben der Zellkultur fihren kann (Sellner 1989).

Die Subkultivierung erfolgte durch das sogenannte ,Passagieren® der Zellen,
indem die Zellen unter Verdinnung von dem alten Kulturgefal® in ein neues
Uberfuhrt wurden.
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Von den adharenten Zellen wurde das Kulturmedium abgesaugt. Der Zellrasen,
der zuvor mikroskopisch betrachtet wurde, wurde mit 1,5 ml 0,05% Trypsin und
0,02% EDTA (GIBCO BRL Eggenstein Deutschland) fur 5-10 min inkubiert.
AnschlieRend wurden 8,5 ml serumhaltiges Medium hinzupipettiert, um das
Einwirken des Trypsin zu beenden. Mittels Trypanblau-Féarbung wurde die
Vitalitat der Zellen Uberprift und mittels eines elektronischen Zellzahlers
(Coulter Counter Z1, Coulter Electronics GmbH, Krefeld) die Zellzahl bestimmt.
Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Réhrchen (Blue Max ™, Becton
Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA) udberfihrt und zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen entsprechend der Zellzahl auf 10°
Zellen/ml mit frischem Medium verdinnt und in Kulturflaschen inkubiert bzw. fur
die Versuche in 96 well Mikrotiterplatten (Costar 3595, NY, USA) verteilt.

2.2 Herstellung der verwendeten Versuchslésungen

Je nach gewunschter Menge und Konzentration wurde 5-Aminolavulinsaure
(Medac, Hamburg) in serumfreien Medium aufgelést. Dann wurde mittels pH-
Meter (WTW Weilheim) der pH-Wert bestimmt und mit HCO3; auf den
physiologischen pH-Wert titriert. Bei den Versuchen zur pH-Abhangigkeit
wurden entsprechende Werte eingestellt. AnschlieBend wurde diese
Stammldsung durch einen 0,2 um Filter (Membrex 25, MembraPure GmbH,
Bodenheim) steril filtriert und dann auf die gewtinschten Konzentrationen mit
serumfreien Medium verdunnt.

Das gleiche Verfahren wurde auch fiir die in dieser Arbeit untersuchten ALA-
Ester Methyl-ALA, Butyl-ALA und Hexyl-ALA (Photocure, Oslo, Norwegen)
angewandt.

Fur die Versuche, bei denen verschiedene Faktoren untersucht wurden, die die
PplX-Syntheserate beeinflussen sollten, wurden die gewinschten Mengen
EDTA, DEF oder Serum hinzugegeben.

Verwendete Konzentration |Hersteller
0%, 5%, 10%, 15%, 20% Fetales Kalber Serum, GIBCO BRL
Serum Eggenstein
Ethylenediaminetetraacetic ~ Acid,
EDTA OpM, 100pM, 1000pM SIGMA-Aldrich  Chemie  GmbH
Steinheim
Deferoxamine Mesylate, SIGMA-
DEF OpM, 100uM, 1000uM Aldrich Chemie GmbH Steinheim

Tabelle 1.1 Ubersicht iiber die angewendeten Faktoren

2.3 Messung der Protoporphyrin IX-Fluoreszenz

Nachdem die Zellen 48 Stunden in den Mikrotiterplatten (100 pl; 10000
Zellen/well) angeziichtet wurden, wurde der Uberstand abpipettiert und je nach
Versuch die entsprechenden 5-ALA- bzw. Esterlésungen hinzugegeben (100 pl/
well). Nach weiteren 4 Stunden Inkubation erfolgte die Messung der
Protoporphyrin IX-Fluoreszenz mittels eines Fluoreszenzmessgerats (Wallac
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1420 Victor multilabel counter, Freiburg). Die PpIX-Fluoreszenz wurde durch
Licht der Wellenlange 405 nm angeregt und bei einer Wellenlange von 640 nm
gemessen. Jede Versuchsbedingung wurde drei Mal wiederholt. Die
Autofluoreszenz  der  Kontrollprobe  wurde  vom Mittelwert  der
Fluoreszenzintensitat einer jeden Probe abgezogen und die so erhaltenen
Werte als arbitrary fluorescence units (a.u.) angegeben.

2.4 Bestrahlung mittels Laser

Am Ende der Inkubation mit 5-ALA bzw. den ALA-Estern wurde die
Inkubationslésung abpipettiert und durch Phosphat buffered saline (PBS;
GIBCO BRL, Eggenstein) ersetzt. Anschlieend erfolgte die Bestrahlung mit
einem Argonionen-Laser (Coherent Innova; Coherent Laser Group Santa Clara,
CA, USA) und einem Farbstofflaser (Coherent, 599 Standing Ware Dye Laser).
Der Argonionen-Laser emittiert Licht im griinen Spektralbereich (488 nm und
514 nm) mit einer Ausgangsleistung von 15 W. Der Farbstofflaser enthélt den
Farbstoff Sulforhodamin B (Lambda Physik, Gottingen), welcher durch das vom
Argon-Laser emittierte griine Licht angeregt wird und seinerseits wieder im
Bereich von 600 nm bis 680 nm emittiert. Die Lichtemission erfolgte
kontinuierlich bei einer Wellenlange von 635 nm. Es wurde eine speziell
konstruierte  Bestrahlungskammer verwendet, die es ermdglicht, in
Mikrotiterplatten kultivierte Zellen temperaturreguliert und computergesteuert zu
bestrahlen (Knappel995). Die Zellen wurden durch den transparenten Boden je
nach Versuch mit einer unterschiedlichen Lichtdosis konstant (100 mW/cm?; 1
Joule = 10 sec) bestrahlt.

2.5 Bestimmung der Zellvitalitat mittels WST-1 Test

Fur die Bestimmung der Zellvitalitdit wurde in dieser Arbeit der WST-1 Test
(Boehringer Mannheim GmbH) angewendet. Dieser colorimetrische Assay
basiert auf der Reduktion eines wasserloslichen, hellroten Tetrazoliumsalz
(WST-1) zu einem ldslichen, dunkelroten Formazan. Diese Reaktion wird durch
mitochondriale Dehydrogenasen katalysiert, die nur in vitalen Zellen aktiv sind.
Die Menge des entstandenen Formazan-Farbstoffs korreliert direkt mit der Zahl
metabolisch aktiver Zellen.

Die optische Dichte des entstandenen Formazan wurde mittels ELISA-Reader
(ICN Flow, Titertek plus, Meckenheim) bei einer Absorption von 450 nm
quantifiziert.

Die Zellvitalitat wurde einerseits nach Messung der PplX-Synthese,
andererseits 24 Stunden nach Bestrahlung der Zellen bestimmt. Dazu wurden
den Zellen (100ul/ well) 10 pl des WST-1 Reagenz hinzugefigt und fir 1,5
Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Absorption der Zelllésung bei
450 nm im ELISA-Reader gemessen. Jedes einzelne Experiment wurde dreimal
wiederholt.

Die optische Dichte (O.D.) der zu analysierenden Losung (O.D. gxperiment) Wurde

ins Verhéaltnis zur optischen Dichte eines Kontrollwertes (O.D. kontrole;
behandelte, aber nicht bestrahlte Zellen) gesetzt. Bei jeder Messung wurde die
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Hintergrundabsorption (O.D. gank), die durch Zellmaterial, Reagenzien oder
Losungen verursacht wird, ermittelt. Dazu wurde unbehandelten Zellen
unmittelbar vor der Messung WST-1 Reagenz zugesetzt und die optische
Dichte dieser Zellldsung von den Test- und Kontrollwerten subtrahiert. Aus dem
dargestellten Quotienten errechnete sich die optische Dichte und damit die
Vitalitat in Prozent.

O.D. Experiment — O.D. Biank
Optische Dichte (%) = -------=-m=m-mmmmmmm oo x 100

2.6 Statistik

Die Ergebnisse, die in den Diagrammen dargestellt sind, werden als
arithmetisches Mittel angegeben, die Streuung der Werte wird als
Standardfehler der Mittelwerte (SEM) dargestellt. Um die statistische
Signifikanz der Unterschiede einzelner Ergebnisse zu berechnen, wurde
folgendes Verfahren verwendet: Damit spater ein dreifacher Gruppentest
durchgefuhrt werden kann, muss zuerst die Voraussetzung nach Bonferroni und
Holm zur Alpha-Adjustierung uberprift werden. Ein Globaltest prift, ob die
Nullhypothese ,Alle 3 Gruppen sind gleich* abgelehnt werden kann. Der
Globaltest erfolgte mit dem Nichtparametrischen Friedmann-Test von k (k=3)
verbundenen Stichproben, da die Daten in dieser Arbeit nicht normalverteilt
sind.

Bei Ablehnung der Nullhypothese im Friedmann-Test wurde von Unterschieden
bei den 3 Gruppen ausgegangen und dann mit dem Nichtparametrischen
Wilcoxon-Tests zweier verbundener Stichproben getestet, zwischen welchen
zwei Gruppen die Unterschiede auftreten.

Konnte bei dem Friedmann-Test die Nullhypothese nicht abgelehnt werden,
wurde davon ausgegangen, dass keine Unterschiede zwischen den 3 Gruppen
bestehen bestehen.

Statistische Signifikanz wurde bei p-Werten < 0,05 angenommen. Fur diese
Berechnungen wurde das Programm SPSS verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Protoporphyrin IX-Fluoreszenz, Dunkeltoxizitat und Photodynamische
Wirksamkeit in Abhéangikeit vom pH-Wert

Der pH-Wert kann die Synthese und die Wirkung des durch 5-ALA oder ihre
Ester gebildeten Protoporphyrin 1X beeinflussen. Deshalb wurden die C33A-
Zellen bei verschiedenen Konzentrationen von 5-ALA bzw. ihren Estern bei
unterschiedlichen pH-Werten 4 Stunden inkubiert. Danach wurde die PplX-
Fluoreszenz mittels eines Fluoreszenzreaders bestimmt.

Im sauren Bereich (<pH 7) liel3 sich unabh&angig von der Konzentration fur 5-
ALA und ihre Ester nur eine geringe PplX-Fluoreszenz messen. Wurden die
Zellen allerdings in einem Medium mit pH>7 inkubiert, so fuhrte die Erhdhung
des pH-Wertes zu einem kontinuierlichen Anstieg der Fluoreszenz. Durch
Verwendung einer hoheren 5-ALA-/ Ester-Konzentration konnte ein hoéherer
Anstieg der Fluoreszenz im Vergleich zu der niedrigeren Konzentration erreicht
werden, wobei der Anstieg fur die beiden Konzentrationen parallel verlief. Eine
maximale PplIX-Fluoreszenz konnte fir h-ALA (0,5 und 1 mM), ALA (10 mM)
und m-ALA (7,5 mM) bei pH 8,5 beobachtet werden. Bei weiter ansteigendem
pH-Wert (pH=9) kam es hier zu einem Abfall der Fluoreszenz. Im Unterschied
dazu zeigte sich bei 5-ALA (5 mM), m-ALA (3,75 mM) und b-ALA (1,25 und 2,5
mM) kein Maximum bei pH 8,5, sondern die Fluoreszenz stieg auch bei pH 9
weiter an.

Unter den gegebenen Bedingungen war zu beobachten, dass b-ALA die
hochste PplX-Fluoreszenz induzierte, wahrend ALA und h-ALA schwacher
wirkten und m-ALA nur zu sehr geringer Fluoreszenz fihrte (Abbildung 3.1).

Im Anschluss an die Bestimmung der PpIX-Fluoreszenz wurde die Auswirkung
des pH-Wertes auf die Vitalitat der Zellen mittels WST-Test bestimmt.

Hierbei zeigte sich, dass die Vitalitat der Zellen nicht eindeutig durch den pH-
Wert beeinflusst wurde, sondern im gesamten untersuchten pH-Spektrum (pH
6-9) relativ konstant um 80% betrug (Abbildung 3.2).

Unter den oben genannten Bedingungen wurden die Zellen nach der 4-
stindigen Inkubation mittels Laser bestrahlt und die Vitalitat nach weiteren 24
Stunden bestimmt. Dabei lieB sich eine Abnahme der Uberlebensrate der
Zellen bei allen pH-Werten erkennen, wenn die Zellen bestrahlt wurden. Diese
Abnahme ist bei allen Lichtdosen (5-ALA: 1 und 5 Joule; h-ALA: 2 und 10 Joule)
zu beobachten und bei den hdheren jeweils starker ausgepragt.

Ferner zeigte sich bei 5-ALA eine Abnahme der Vitalitat bei pH 7,2 im Vergleich
zu pH 6 und blieb bei noch héheren pH-Werten konstant auf diesem niedrigen
Niveau. Ein ahnliches Ergebnis lieferten die Versuche mit h-ALA, wobei die
Vitalitat hier erst bei pH 8 abfiel (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.1. Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von C33A-Zellen nach 4-stiindiger Inkubation
mit 5-ALA, m-ALA, b-ALA und h-ALA bei verschiedenen pH-Werten. Verwendung von jeweils 2
verschiedenen Konzentrationen von 5-ALA und ihren Estern. Darstellung der Mittelwerte und
des SEM aus 3 unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 3.2. Messung der Mitochondrienaktivitdt (WST-1Test) von C33A-Zellen nach 4-
stiindiger Inkubation der Zellen mit 5-ALA, m-ALA, b-ALA und h-ALA bei verschiedenen pH-
Werten. Darstellung der Mittelwerte und des SEM aus 3 unabhéngigen Versuchen.

23



Ergebnisse

5-ALA

100 -
0.D. (%)

80 A

4
L
L 3
L 4

——0J

60 - a 1]

40 - T 5J

20 - l

pH-Wert

h-ALA

100 -
0O.D. (%)

80 -
——0J
60 - —=—2]

10J

40 -

kA

pH-Wert

Abbildung 3.3. Mitochondrienaktivitat (WST-1Test) von C33A-Zellen nach 4-stiindiger
Inkubation der Zellen mit 5-ALA und h-ALA bei verschiedenen pH-Werten und nachfolgender
Bestrahlung bei einer Wellenlange von 635 nm. Die Durchfiihrung und die Messung des WST-
1Tests erfolgte 24 Stunden nach Bestrahlung mittels Laser. Darstellung der Mittelwerte und des
SEM aus 3 unabhéngigen Versuchen.
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3.2 Protoporphyrin IX-Fluoreszenz und Photodynamische
Wirksamkeit in Abhangigkeit von Serum

Aus der Literatur ist bekannt, dass Serum einen hemmenden Einfluss auf die
Protoporphyrin IX-Synthese nach Inkubation mit 5-ALA und ihren Estern hat. Es
sollte nun untersucht werden, welchen Einfluss die Zugabe von FCS auf die
PpIX-Fluoreszenz in C33A-Zellen hat. Dazu wurden die Zellen fur 4 Stunden
mit verschiedenen Konzentrationen von 5-ALA oder ihren Estern bei
ansteigenden Serumkonzentrationen inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Bestimmung der PplX- Fluoreszenz mittels Fluoreszenzreaders. Dann wurden
die Zellen mit verschiedenen Lichtdosen bestrahlt und nach weiteren 24
Stunden ihre Vitalitat durch einen WST-Test bestimmit.

Dabei zeigte sich mit zunehmender FCS-Konzentration eine kontinuierliche
Abnahme der PplX-Fluoreszenz. Dieser Effekt lie3 sich bei 5-ALA, m-ALA, b-
ALA, und h-ALA unabhéngig von ihrer Konzentration nachweisen. Die
Abnahme betrug bei Zugabe von 20% FCS im Vergleich zu den ohne FCS
behandelten Zellen im Durchschnitt 64%. Auch eine Zugabe von 10% fuhrte zu
einer niedrigeren Fluoreszenz, wobei 20% FCS aber einen noch starkeren
Effekt aufwies. AuRerdem liel3 sich beobachten, dass das Fluoreszenzniveau
hoher lag, wenn eine hohere Konzentration von 5-ALA oder ihren Estern
verwendet wurde (Abbildung 3.4).

Nach Bestrahlung Uberlebten nahezu alle Zellen, die nicht mit 5-ALA oder h-
ALA behandelt wurden. Sowohl bei 5-ALA als auch bei h-ALA lag die Vitalitat
ohne Bestrahlung bei 100%, wahrend sie bei der hoéher gewahlten
Bestrahlungsdosis unabhangig vom FCS-Gehalt unter 20% fiel. Bei einer 5-
ALA-Konzentration von 5 bzw. 10 mM lasst sich ein geringflgiger Anstieg der
Vitalitdt erkennen, wenn den Zellen Serum zugefligt wurde. Diese Zunahme der
Uberlebensrate ist bei der geringeren Bestrahlungsdosis sowohl bei 5-ALA, als
auch bei h-ALA unabhangig von ihren Konzentrationen sehr deutlich
ausgepragt. Die Bedingung 10% FCS war der Bedingung 0% FCS fir 5-ALA
(p<0,001) hinsichtlich der Vitalitat signifikant Gberlegen. So liel3 sich durch den
Einsatz von 10% Serum eine Vitalitat von bis zu 80% bei 5-ALA und bis zu 60%
bei h-ALA erzielen im Gegensatz zu 20%, wenn kein Serum hinzugefiigt wurde
(Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.4. Intrazellulare Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von C33A-Zellen als Funktion der
FCS-Konzentration (0-20%) nach 4-stiindiger Inkubation mit 5-ALA, m-ALA, b-ALA und h-ALA
bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der Mittelwerte und des SEM aus 3
unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 3.5. Mitochondrienaktivitat (WST-1Test) von C33A-Zellen in Abhangigkeit von der
FCS-Konzentration (0-20%) nach 4-stindiger Inkubation der Zellen mit 5-ALA und h-ALA bei
verschiedenen 5-ALA bzw. h-ALA- Konzentrationen und nachfolgender Bestrahlung bei einer
Wellenldnge von 635 nm. Die Durchfiihrung und die Messung des WST-Assays erfolgte 24
Stunden nach Bestrahlung mittels Laser. Darstellung der Mittelwerte und des SEM aus 3
unabhangigen Versuchen.
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3.3 Protoporphyrin IX-Fluoreszenz, Dunkeltoxizitdt und Photodynamische
Wirksamkeit in Abhangigkeit von EDTA

Um den Einfluss von EDTA auf die PplX-Fluoreszenz, Dunkeltoxizitdt und
Photodynamische Wirksamkeit zu untersuchen wurde die Zelllinie C33A mit
verschiedenen Konzentrationen von 5-ALA oder ihren Estern bei ansteigenden
EDTA-Konzentrationen fir 4 Stunden inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die
Messung der PplX-Fluoreszenz und der Dunkeltoxizitat, 24 Stunden nach
Bestrahlung wurde ebenfalls die Zellvitalitat bestimmit.

Die PplIX-Fluoreszenz wurde durch den Einsatz von 100 puM oder 1000 puM
EDTA gesteigert. Dies liel3 sich bei allen verwendeten 5-ALA- und m-ALA-
Konzentrationen aul3er bei 10 mM beobachten. Bei b-ALA zeigte sich dieser
Effekt bei allen Konzentrationen aul3er bei 5 mM. Hingegen war dieser Effekt
bei h-ALA allenfalls unter Hinzugabe von 100 uM EDTA zu erkennen, die
Zugabe von 1000 uM fuhrte dann wieder zu einem Abfall der Fluoreszenz
(Ausnahme 0,1 und 2,5 mM) (Abbildung 3.6).

Konnte ein kontinuierlicher Anstieg von 0 auf 1000 uM EDTA beobachtet
werden, so betrug er im Durchschnitt fir 5-ALA 23%, fur m-ALA 32% und fur b-
ALA 29%. Der Anstieg der PpIX-Fluoreszenz bei h-ALA nach Gabe von 100 uM
EDTA machte jedoch im Mittel nur 6% aus. Die Tabelle 3.1. gibt Auskunft Gber
die Statistik.

p (0, 100 pM) p (0, 1000 uM) | p (100 pM, 1000pM)
5-ALA <0,023 <0,002 <0,044
h-ALA <0,016 <0,016 =0,306
m-ALA <0,016 <0,006 <0,039
b-ALA =0,211 <0,019 <0,001

Tabelle 3.1. Wilcoxon-Test fur die durch 5-ALA und ihre Ester induzierte PplX-Synthese bei
C33A-Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration an EDTA.

EDTA zeigt keine toxischen Effekte auf die Zellen, wie aus den Versuchen zur
Dunkeltoxizitat und Bestrahlung ohne vorherige Behandlung mit 5-ALA bzw. h-
ALA hervorging (Abbildung 3.7 und 3.8). Der Vitalitatsverlust bei der
Dunkeltoxizitat war allein auf hohe Konzentrationen von 5-ALA (10 mM) bzw. h-
ALA (2,5 mM und 5 mM) zurtickzufihren.
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Abbildung 3.6. Intrazellulare Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von C33A-Zellen als Funktion der
EDTA-Konzentration (O uM, 100uM, 1000 puM), nach 4-stindiger Inkubation mit 5-ALA, m-ALA,
b-ALA und h-ALA bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der Mittelwerte und des SEM
aus 3 unabhangigen Versuchen. a.u. = Fluoreszenz

24 Stunden nach Bestrahlung mit 2 bzw. 10 Joule kam es zu einem drastischen
Abfall der Uberlebensrate der C33A-Zellen, die mit h-ALA inkubiert wurden, auf
20%. Durch Zugabe von 1000 uM EDTA liel3 sich die Rate um 11% steigern.
Die selben Effekte wurden auch bei 5-ALA nach Bestrahlung mit 1 bzw. 5 Joule
beobachtet, wenn die 5-ALA-Konzentration 5 mM betrug. Diese Ergebnisse
waren nicht signifikant. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei 1 mM 5-ALA auler
dem durch 5-ALA hervorgerufenen Vitalitatsverlust eine weitere Reduktion der
Vitalitat, wenn die Zellen zusatzlich EDTA ausgesetzt waren.

Wiederum konnte man erkennen, dass die hoheren Bestrahlungsdosen zu
insgesamt starkeren Verlusten der Vitalitat der Zellen fuhrte (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.7. Messung der Mitochondrienaktivitat (WST-1Test) von C33A-Zellen in
Abhéngigkeit von der EDTA-Konzentration (0 uM, 100uM, 1000uM), nach 4-stindiger
Inkubation der Zellen mit 5-ALA und h-ALA bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der
Mittelwerte und des SEM aus 3 unabhéngigen Versuchen.
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Abbildung 3.8. Mitochondrienaktivitat (WST-1Test) von C33A-Zellen in Abhangigkeit von der
EDTA- Konzentration (0 uM, 100uM, 1000uM), nach 4-stiindiger Inkubation der Zellen mit 5-
ALA und h-ALA bei 2 verschiedenen Konzentrationen und nachfolgender Bestrahlung bei einer
Wellenlange von 635 nm. Die Durchfihrung und die Messung des WST-1Test erfolgte 24
Stunden nach Bestrahlung mittels Laser. Darstellung der Mittelwerte und des SEM aus 3
unabhangigen Versuchen.

31



Ergebnisse

3.4 Protoporphyrin IX-Fluoreszenz, Dunkeltoxizitat und Photodynamische
Wirksamkeit in Abhéangigkeit von Desferrioxamin

Wie Berg 1996 beschrieb, lasst sich durch Kombination von DEF und 5-ALA
bzw. deren Derivaten eine Steigerung der PpIX-Fluoreszenz erreichen.

In den Versuchen sollte dieser Effekt bei der Zelllinie C33A untersucht werden.
Ferner sollte gezeigt werden, ob sich durch DEF die Dunkeltoxizitdt und die
Photodynamische Wirksamkeit verandert. Dazu wurden die Zellen fiur 4
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von 5-ALA oder ihren Estern bei
ansteigenden DEF-Konzentrationen inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Bestimmung der PplX- Fluoreszenz und die Dunkeltoxizitadt. Dann wurden die
Zellen mit verschiedenen Lichtdosen bestrahlt und ihre Vitalitat nach weiteren
24 Stunden durch einen WST-1 Test erneut bestimmit.

Bei der Bestimmung der PplX-Fluoreszenz konnte gezeigt werden, dass die
durch 5-ALA und ihre Ester induzierte Fluoreszenz in Abh&ngigkeit von der
Konzentration von DEF zunahm (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9. Intrazellulare Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von C33A-Zellen in Abhé&ngigkeit
von der DEF-Konzentration (0 pM, 100uM, 1000 pM), nach 4-stiindiger Inkubation mit 5-ALA,
m-ALA, b-ALA und h-ALA bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der Mittelwerte und
des SEM aus 3 unabhangigen Versuchen. Fluoreszenz = a.u.
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Der Anstieg lie3 sich fiur alle untersuchten Konzentrationen von 5-ALA oder
ihren Derivaten sowohl von 0 uM auf 100 uM DEF als auch von 100 pM auf
1000 uM DEF beobachten (Ausnahme: 2,5 mM h-ALA, 5 mM h-ALA, 0,1 mM
m-ALA). Er betrug je nach verwendeten 5-ALA/ Ester-Konzentrationen bei 5-
ALA im Mittel 63%, bei h-ALA 29%, bei m-ALA 71% und bei b-ALA 52%, jeweils
von 0 auf 1000uM DEF. Tabelle 3.2. zeigt einen Uberblick liber die Statistik.

p (0, 100 pM) p (0, 1000 pM) __ |p (100 uM, 1000 pM)
5-ALA <0,001 <0,001 <0,001
h-ALA <0,002 <0,003 <0,004
m-ALA <0,001 <0,001 <0,001
b-ALA <0,001 <0,001 <0,001

Tabelle 3.2. Wilcoxon-Test fur die durch 5-ALA und ihre Ester induzierte PplX-Fluoreszenz in
C33A-Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration an DEF.

In Abbildung 3.10. lasst sich erkennen, dass die Substanz DEF per se keine
Toxizitat aufwies. Es zeigte sich sogar, dass die mit 1000 uM DEF inkubierten
Zellen besser uberlebten, als die Zellen, die ohne DEF behandelt wurden.
AulRerdem konnte wieder eine leichte Abnahme (ca. 20%) der Vitalitat bei
zunehmender 5-ALA/ Ester-Konzentration beobachtet werden.

Im WST-Test 24 Stunden nach Bestrahlung zeigte sich ein Verlust der
Lebensfahigkeit der Zellen in Abhangigkeit von sowohl dem Einsatz an DEF als
auch von deren Konzentration. Dieser Effekt ist bei hoherer und niedrigerer
Lichtdosis zu erkennen, wobei er bei der héheren schwacher ausgepragt war
(Abbildung 3.11). Die Vitalitatsverluste durch den Einsatz von 100 pM bzw.
1000 puM DEF waren bei h-ALA statistisch signifikant (p<0,001 bzw. p<0,004),
bei 5-ALA hingegen lieRen sich keine statistisch signifikanten Vitalitatsverluste
nachweisen. Wiederum zeigte sich, dass die Verwendung einer hoheren
Lichtdosis insgesamt zu starkeren Einbuf3en der Vitalitat fuhrte und dass
nahezu alle Zellen Uberlebten, die nicht mit 5-ALA oder h-ALA behandelt
wurden.
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Abbildung 3.10. Messung der Mitochondrienaktivitdét (WST-1 Test) von C33A-Zellen in
Abhéngigkeit von der DEF-Konzentration (0 pM, 100puM, 1000uM), nach 4-stiindiger Inkubation
der Zellen mit 5-ALA und h-ALA bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der
Mittelwerte und des SEM aus 3 unabhé&ngigen Versuchen.
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Abbildung 3.11. Mitochondrienaktivitat (WST-1 Test) von C33A-Zellen in Abhangigkeit von der
DEF-Konzentration (0 uM, 100uM, 1000uM), nach 4-stiindiger Inkubation der Zellen mit 5-ALA
und h-ALA bei 2 verschiedenen 5-ALA bzw. h-ALA- Konzentrationen und nachfolgender
Bestrahlung bei einer Wellenlange von 635 nm. Die Durchfiihrung und die Messung des WST-1
Test erfolgte 24 Stunden nach Bestrahlung mittels Laser. Darstellung der Mittelwerte und des

SEM aus 3 unabhéngigen Versuchen.
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3.5 Protoporphyrin IX-Fluoreszenz in CaSki-Zellen in Abhangigkeit von
pH-Wert, Serum, EDTA und Desferrioxamin

Um den Einfluss von pH-Wert, Serum, EDTA und DEF auf die PplIX-
Fluoreszenz in Zervixkarzinomzellen zu verdeutlichen, wurden die oben
beschriebenen Versuche zur PplX-Fluoreszenz auch an CaSki-Zellen
durchgefuhrt. Dabei konnten &hnliche Resultate wie bei der Zelllinie C33A
beobachtet werden.

Genau wie bei der Zelllinie C33A war die PplX-Fluoreszenz bei niedrigen pH-
Werten auf einem konstant niedrigen Niveau. Ein Anstieg konnte je nach
verwendeten 5-ALA/Ester bei unterschiedlichen pH-Werten beobachtet werden.
Wie in Abbildung 3.12. ersichtlich stieg die Fluoreszenz bei 5-ALA bei pH 7,5,
bei b-ALA bei pH 8 und bei h-ALA bei pH 9. Bei diesen erhthte sich die
Fluoreszenz mit steigendem pH-Wert kontinuierlich bis pH 9. Im Gegensatz
dazu konnte bei m-ALA nach einem Anstieg ab pH 7,5 ein Maximum der
Fluoreszenz bei pH 8,5 fir die héhere m-ALA-Konzentration (7,5 mM) und pH 8
fur 3,75 mM m-ALA gesehen werden. Bei noch hbtheren pH-Werten fiel die
PpIX-Fluoreszenz hier wieder auf ein geringeres Niveau ab.

Der die PpIX-Synthese beeinflussende Faktor Serum (FCS) zeigte ebenso wie
bei C33A-Zellen die selbe Wirkung bei der hier untersuchten CaSki-Zelllinie.

Es fand sich namlich bei allen verwendeten 5-ALA-/Ester-Konzentrationen ein
vom FCS-Gehalt abhangiger Abfall der PplX-Fluoreszenz. Je mehr FCS
eingesetzt wurde, desto geringer die beobachtete Fluoreszenz (Abbildung
3.13). Im Durchschnitt fiel die Fluoreszenz um 39 % ab, wenn man die
Bedingung ohne FCS mit der Bedingung 20 % FCS vergleicht.

EDTA fuhrte bei CaSki-Zellen wie bei C33A-Zellen zu einer
konzentrationsabhangigen Steigerung der PplX-Fluoreszenz. Dieser Effekt war
sowohl bei 5-ALA, als auch ihren Derivaten zu erkennen, allerdings je nach
eingesetzter 5-ALA-/Ester-Konzentration unterschiedlich ausgepragt (Abbildung
3.14).

Vergleicht man die Fluoreszenz bei 0 uM mit der von 1000 uM EDTA so ergab
sich bei 5-ALA eine durchschnittliche Fluoreszenzzunahme von 59%, bei h-ALA
von 72%, bei b-ALA von 55% und bei m-ALA von 50%. Tabelle 3.3. gibt einen
Uberblick tiber die Statistik.

p(0, 100uM) p(0, 1000pM) p(100, 1000uM)
5-ALA =0,600 =0,109 <0,006
h-ALA =0,193 <0,001 <0,001
m-ALA <0,005 <0,008 =0,140
b-ALA <0,028 <0,001 <0,013

Tabelle 3.3. Wilcoxon-Test fur die durch 5-ALA und ihre Ester induzierte PplX-Fluoreszenz in
CasSki-Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration an EDTA.
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Abbildung 3.12. Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von CaSki-Zellen nach 4-stiindiger Inkubation
mit 5-ALA, m-ALA, b-ALA und h-ALA bei verschiedenen pH-Werten. Verwendung von jeweils 2
verschiedenen Konzentrationen von 5-ALA und ihren Estern. Darstellung der Mittelwerte und
des SEM aus 3 unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 3.13. Intrazellulare Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von CaSki-Zellen als Funktion
der FCS-Konzentration (0-20%), nach 4-stiindiger Inkubation mit 5-ALA, m-ALA, b-ALA und h-
ALA bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der Mittelwerte und des SEM aus 3

unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 3.14. Intrazellulare Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von CaSki-Zellen als Funktion
der EDTA-Konzentration (0 pM, 100uM, 1000 pM), nach 4-stiindiger Inkubation mit 5-ALA, m-
ALA, b-ALA und h-ALA bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der Mittelwerte und des
SEM aus 3 unabhéangigen Versuchen. Fluoreszenz = a.u.

Auf der Abbildung 3.15. sient man den Einfluss von DEF auf die PplX-
Fluoreszenz in CaSki-Zellen. Es ist erkennbar, dass die Fluoreszenz in
Abhangigkeit von der DEF-Konzentration zunahm. Der Einsatz von 1000 pM
DEF im Vergleich zu 0 pM bewirkte bei 5-ALA bei allen Konzentrationen einen
Anstieg der Fluoreszenz um 53% und bei b-ALA um 17%. Hingegen konnte bei
m-ALA und h-ALA beobachtet werden, dass hier nicht alle verwendeten
Konzentrationen zu einer Fluoreszenzzunahme  fihrten. Bei den
Konzentrationen, die zu einer Erhohung der Fluoreszenz durch Einsatz von
1000 uM DEF fuhrten, betrug die Zunahme im Mittel bei m-ALA 63% und bei h-
ALA 25%. Einzelheiten und die zugehorige Statistik sind in der Abbildung 3.15.
und der Tabelle 3.4. dargestellt.
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p(0, 100puM) p(0, 1000pM) p(100, 1000pM)
5-ALA <0,001 <0,001 <0,010
h-ALA <0,008 <0,002 =0,647
m-ALA <0,015 <0,001 <0,005
b-ALA <0,001 <0,003 =0,981

Tabelle 3.4. Wilcoxon-Test fur die durch 5-ALA und ihre Ester induzierte PplX-Fluoreszenz in

CasSki-Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration an DEF.

a.u. 4000 5-ALA a.u. 4000 h-ALA
30001 3000 %/f//’ﬁ
2000+ 20001
10001 10001 X\E/
O O (= 5= —&
0 100 1000 0 100 1000
DEF (uM) DEF (uM)
——0,1mM 1ImM  —%—5mM —e—0,05mM 05mM —%—2,5mM
—=—0,5mM 25mM —e—10mM —=—0,1mM 1mMm —e—5mM
a.u. 4000, m-ALA a.u. 4000; b-ALA
30001 30001
3 X
>
2000 20001 - T
-
vas + -L -L
1000 b 2 10001
0 — 4 0 — ,
0 100 1000 0 100 1000
DEF (UM) DEF (UM)
——0,1mM 1mM  —%—5mM —e—0,05mM 05mM —%—2,5mM

—=—0,5mM

Abbildung 3.15. Intrazellulare Protoporphyrin IX-Fluoreszenz von CaSki-Zellen in Abhéngigkeit
von der DEF-Konzentration (0 uM, 100uM, 1000 pM), nach 4-stiindiger Inkubation mit 5-ALA,
m-ALA, b-ALA und h-ALA bei verschiedenen Konzentrationen. Darstellung der Mittelwerte und
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des SEM aus 3 unabhangigen Versuchen. Fluoreszenz = a.u.
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik
4.1.1 5-Aminolavulinsaure und ihre Ester

5-ALA wurde in dieser Arbeit als Photosensitizer ausgewahlt da es gegenuber
anderen Photosensitizern wie z.B. Photofrin (DHE) entscheidende Vorteile
besitzt. 5-ALA kann sowohl oral als auch topisch appliziert werden, zeichnet
sich durch seine bessere Tumorselektivitat aus und besitzt eine schnellere
Pharmakokinetik und Clearance. Dadurch kommt es zu einer kiirzeren Periode
der Nebenwirkungen, insbesondere der Photosensitivitdt der Haut. Da es sich
bei 5-ALA um eine Vorstufe des eigentlichen, endogen d.h. intrazellular,
gebildeten Photosensitizers PplX handelt, ist eine Anh&ufung innerhalb der
Zelle im Vergleich zu anderen exogenen Photosensitizern wahrscheinlicher
(Kennedy and Pottier 1992).

Ferner wurden in dieser Arbeit Derivate der 5-ALA (ALA-Ester) untersucht.
Diese zeichnen sich durch eine hohere Lipophilitat aus und koénnen so
biologische Membranen leichter penetrieren, so dass sie zu einer effektiveren
PpIX-Synthese fiihren kdnnten (Gaullier 1997).

Je nach verwendeter Substanz (5-ALA oder Derivate) wurden unterschiedliche
Konzentrationen getestet, da jede ihre eigene optimale Konzentration besitzt
(Xiang 2001).

4.1.2 Messung der Protoporphyrin IX-Fluoreszenz

Da die PplX-Fluoreszenz direkt aus den Mikrotiterplatten gemessen wurde, in
denen sich aufRer den Zellen auch die Inkubationsldsung befand, wurde sowohl
die intra- als auch die extrazellulare PplX-Fluoreszenz gemessen. Da PplX aber
nur in der Zelle gebildet werden konnte, beeinflusst diese Methode nicht die
gewonnenen Ergebnisse zur PpIX-Synthese. Allerdings kénnte dadurch erklart
werden, warum nicht in allen beobachteten Fallen eine gesteigerte PplX-
Fluoreszenz mit einer erniedrigten Uberlebensrate einherging. Wenn PplX
vermehrt extrazellular lokalisiert ist, kdnnten die reaktiven Sauerstoffteilchen,
die den Zelltod verursachen, zu weit von ihrem Schadigungsort entfernt und
damit unwirksam sein.

4.1.3 Bestrahlung mittels Laser und WST-1 Test

Nach 4-stindiger Inkubation mit 5-ALA bzw. h-ALA wurden die Zellen, die mit 5-
ALA inkubiert wurden, mit 1 und 5 Joule, diejenigen, denen h-ALA hinzugefigt
wurde, mit 2 und 10 Joule bestrahlt. In friheren Untersuchungen mit C33A-
Zellen konnte ein Zusammenhang zwischen Lichtdosis und Toxizitat
nachgewiesen werden. Die Toxizitat bzw. Uberlebensrate war auRerdem
abhangig von der verwendeten Zelllinie und Substanz. Mit steigender Lichtdosis
erwies sich h-ALA als der effektivere bzw. starkere Photosensitizer. Wahrend 5-
ALA bei hoheren Lichtdosen als 5 Joule nicht mehr zu einem weiteren
Vitalitatsverlust fuihrte, sank die Uberlebensrate bei h-ALA auch noch bei
hoheren Lichtdosen weiter ab (Xiang 2001). Daher wurden in dieser Arbeit die
oben erwahnten Lichtdosen gewabhilt.
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Da sich h-ALA als das am besten wirksame Ester herausstellte, wurde dieses
zusammen mit 5-ALA in den Bestrahlungsversuchen verwendet.

AulRerdem wurde die Zelllinie C33A fir die Bestrahlungsversuche ausgewahlt,
da sich bei ihr bessere Ergebnisse bei der PplX-Induktion durch 5-ALA und
seine Ester zeigten.

Aus den selben Grinden wurde auch die Vitalitdt nur bei 5-ALA und h-ALA in
C33A-Zellen bestimmt. Dies erfolgte einmal unmittelbar nach Messung der
PpIX-Fluoreszenz, um die Dunkeltoxizitat ohne Bestrahlung zu erhalten, und
aulBerdem 24 Stunden nach Bestrahlung der Zellen, um die Photodynamische
Wirksamkeit zu bestimmen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse der Versuche mit C33A-Zellen

4.2.1 Protoporphyrin IX- Fluoreszenz, Dunkeltoxizitat und
Photodynamische Wirksamkeit in Abhangigkeit vom
pH-Wert bei C33A-Zellen

Im Ergebnisteil konnte gezeigt werden, dass sowohl die ProtoporphyriniX-
Fluoreszenz als auch die Photodynamische Wirksamkeit vom pH-Wert
abhangig sind. Auch in friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
es einen Einfluss des pH-Werts auf die 5-ALA induzierte PplX-Fluoreszenz gibt
(Krammer 1996, Fuchs 1997, Bech 1997, Wyld 1998, Uehlinger 2000).

Im Stoffwechsel einer Zelle sind viele Prozesse pH-abhangig, unter anderem
auch die Aktivitat von Enzymen und die Aufnahme von Substanzen uber die
Zellmembran. Dies impliziert, dass die Wirksamkeit, und somit die Effektivitat
eines Therapeutikums vom intra- und extrazellularen pH-Wert abhangig sind.
Der physiologische pH eines gesunden Gewebes schwankt zwischen 7,0 und
7,4, wahrend man im Tumorgewebe Werte von 6,5 bis 6,8 vorfindet (Vaupel
1989). Die im Tumor haufig bestehende anaerobe Stoffwechsellage fuhrt
hauptséachlich zur Bildung von Laktat, was zu einer Ansauerung des Gewebes
fuhrt. Diese Veranderungen des pH-Wertes kdnnen sich auf die Synthese von
PpIX und damit auch auf die Photodynamische Therapie mit 5-ALA und ihren
Derivaten auswirken.

P. Uehlinger (2000) untersuchte den Einfluss verschiedener Faktoren (pH-Wert,
Konzentration, Zeit und Lipophilie) auf die durch 5-ALA bzw. ihre Ester
induzierte PplX-Synthese. Dabei fand er heraus, dass die PpIX-Synthese bei
physiologischen pH-Werten von 7,5 + 0,5 am hochsten war. Fir seine
Untersuchungen verwendete er vier verschiedene humane Zelllinien:
Lungenkarzinomzellen  (A549), Bronchialepithelzellen (BEAS-2B) und
Blasenkarzinomzellen (J82 und T24).

Wie im Ergebnisteil gezeigt wurde, konnte aber fir die Zervixkarzinom-Zelllinien
C33A und CaSki ein PplX-Fluoreszenzmaximum im Bereich von pH 8,5 bzw.
eine bis zu pH 9 ansteigende Fluoreszenz beobachtet werden.

Eine Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte die Verwendung
unterschiedlicher Zelllinien sein. Der physiologische pH-Wert sowohl der
Lungenepithelien und der Bronchien, als auch der des Ubergangsepithels der
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Blase unterscheiden sich von dem der Zervix. Die normalen Zellen der Zervix
sind an das saure Milieu der Scheide adaptiert, daher ist auch zu vermuten,
dass ihre Enzyme in einem saureren Milieu ihre optimale Wirkung entfalten.
Maligne Zervix-Zellen sind nun transformierte Zervix-Zellen. So konnten
Karzinomzellen der Zervix ihre maximale Enzymaktivitdt nicht mehr im sauren
oder physiologischen Milieu besitzen, sondern es kénnte eine Verschiebung der
optimalen Aktivitat in den alkalischen Bereich stattgefunden haben. Der pH-
Wert beeinflusst die Aktivitat der Enzyme in den jeweiligen Geweben also in
einem unterschiedlich ausgepragten Ausmal3.

Dies wirde auch fur die an der Biosynthese des Protoporphyrins IX beteiligten
Enzyme gelten. Von diesen Enzymen weist die Porphobilinogen-Deaminase die
niedrigste Aktivitat auf (Bottomley 1988), was sie zu einem Schrittmacherenzym
in der Biosynthese des PpIX macht. Tatsachlich zeigten Anderson (1980) und
Sassa (1982), dass die Aktivitat der Porphobilinogen-Deaminase in
Abhangigkeit vom pH-Wert einer glockenférmigen Kurve folgt, die ihr Maximum
bei pH 7,8 bis 8,2 hat.

Eine weitere mdgliche Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse geht aus
Untersuchungen Uehlingers (2000) hervor. Er beobachtete namlich, dass der
ursprungliche pH-Wert wahrend der Inkubation sank, d. h. dass nach
mehrstindiger Inkubation mit 5-ALA und ihren Estern ein anderer pH-Wert
gemessen werden konnte als zu Inkubationsbeginn. Dieser Effekt ist durch
einen Protonenverlust in das nicht gepufferte Medium zu erklaren. Dieser Effekt
war unter alkalischen Bedingungen starker ausgepragt (ApH~0,3/h bei 8,5) als
unter sauren, wo sich der pH-Wert praktisch nicht anderte (ApH~0,01/h bei pH
6,5). In der hier vorliegenden Arbeit wurde der pH-Wert nur zu
Inkubationsbeginn eingestellt und bestimmt. Wenn man den beschriebenen
Effekt bei der Interpretation der Ergebnisse mit einbezieht, kbnnte es sein, dass
sich das PplIX-Fluoreszenzmaximum bei niedrigeren pH-Werten befindet, als
hier tatsachlich beobachtet wurde und somit mit den in der Literatur
beschriebenen Fluoreszenzmaxima bei physiologischem pH Ubereinstimmt,
denn bei einer 4 stindigen Inkubation bei anfangs pH 8,5 wirde nach Abzug
von 4 mal 0,3 ein pH-Wert von 7,3 resultieren.

Auch Krammer (1996) und Bech (1997) erforschten an menschlichen
Fibroblasten der Haut bzw. Adenokarzinomzellen den Einfluss des pH-Wertes
auf die durch 5-ALA induzierte PplX-Synthese. Dabei beobachteten sie eine mit
ansteigendem pH-Wert zunehmende PplX-Fluoreszenz von pH 6-8 bzw. pH 6
bis 7,5. Ein ahnliches Ergebnis wurde im Ergebnisteil beschrieben.
Verantwortlich hierfir kdnnte einerseits sein, dass bei héheren pH-Werten die
Aufnahme von ALA Uber die Zellmembran erleichtert ist. Andererseits andert
sich moglicherweise auch die Struktur von 5-ALA und ihrer Derivate, so dass
sie je nach pH-Wert nicht mehr fur die PpIX-Synthese zur Verfiigung stehen
(Diddens 1994). Auch die geringe PpIX-Synthese im sauren Bereich wurde von
den anderen Autoren beobachtet und lasst sich durch die bisher diskutierten
Theorien erklaren.

Bei der Dunkeltoxizitdt konnte keine pH-Abhangigkeit festgestellt werden. Die

Beobachtung von Bech (1997), dass die metabolische Aktivitat bzw. Vitalitat der
Zellen im alkalischen Bereich abnimmt konnte somit nicht bestatigt werden und
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kommt daher auch nicht als mdgliche Erklarung fir eine geringere PplX-
Fluoreszenz in Frage, wie sie unter manchen Bedingungen beobachtet wurde.

Nach Bestrahlung fiel die Vitalitdt der Zellen, die mit 5-ALA inkubiert wurden,
drastisch ab. Bei pH 6 betrug die Uberlebensrate 84 % (1J) bzw. 32 % (5J), bei
pH 7,2 und hoheren Werten betrug sie um die 66 % bzw. 11 %. Zu &hnlichen
Ergebnissen kam auch Fuchs (1997) mit Fibrosarkomzellen der Maus. Fur pH
7,4 betrug die Uberlebensrate ca. 70 % (1J) bzw. 20 % (5J), fir pH 6 allerdings
konnten keine Vitalitatsverluste nachgewiesen werden. Die insgesamt etwas
besseren Uberlebensraten bei Fuchs sind wahrscheinlich auf die 5-ALA
Konzentration zurtickzufihren, da nur 0,6 mM verwendet wurden, im
Gegensatz zu 5 mM in der vorliegenden Arbeit. Der starkere Vitalitatsverlust im
hoheren pH-Bereich ist durch den PplX-Gehalt zu erklaren, der unter diesen
Bedingungen, wie oben beschrieben, héher lag.

Fraglich bleibt allerdings, warum schon bei pH 7,2 die geringste Uberlebensrate
zu erkennen war und diese auch nicht weiter abfiel, wahrend in den Versuchen
zur PplX-Synthese bei pH 8,5 oder 9 die hochsten Werte gesehen wurden und
man daher auch in diesem Bereich die geringste Uberlebensrate erwarten
wirde. So konnte man namlich bei h-ALA andererseits genau diesen Effekt
beobachten, dass im pH-Bereich mit der hochsten PpIX-Synthese (pH 8,5)
auch der starkste Vitalitatsverlust nach Bestrahlung auftrat (Uberlebensrate bei
2J ca. 82 % und bei 10 J ca. 18 %). Daraus ergibt sich, dass die Vitalitdt nach
Bestrahlung nicht nur von dem PplX-Gehalt der Zellen abhéangig ist, sondern
dass hier moglicherweise auch andere Faktoren eine Rolle spielen. Zu diesem
Ergebnis kamen auch schon linuma (1994), die keinen eindeutigen
Zusammenhang zwischen PpIX-Gehalt in verschiedenen Zelllinien und der
Uberlebensrate nach Bestrahlung fanden und daher weitere Eigenschaften der
Zellen bzw. Gewebe als Einflussfaktoren fur die Phototoxizitat postulierten.

Zu diesen gehort der Zellzyklus bzw. die proliferative Aktivitdt. Sowohl Wyld
(1998) als auch Moan (1998) fanden heraus, dass die Zellen ca. doppelt soviel
PpIX synthetisieren, wenn sie sich in der G2- oder M-Phase befinden bzw.
wenn ihre Zellgro3e zunimmt, als wenn sie in der G1- oder S-Phase sind. Wyld
beobachtete ferner, dass auch die Uberlebensrate der Zellen in der G2-Phase
nach Bestrahlung am niedrigsten ist, wahrend sie in der G1- und S-Phase
hoéher lag.

Ein weiterer Einflussfaktor ist die Zelldichte. So wurde beobachtet, dass mit
zunehmender Zelldichte auch der PplX-Gehalt sowie die Phototoxizitat anstieg
(Steinbach 1995, Moan 1998). Georgakoudi (1999) beschrieb auf3erdem noch
einen Einfluss des Sauerstoffgehalts der Zellen. So produzierten die Zellen
unter normoxiden Bedingungen mehr PpIX als in hypoxischer Umgebung,
wobei auch hier wieder die Zelldichte und Proliferation eine Rolle spielten.

Es zeigte sich fur 5-ALA und alle verwendeten Derivate, dass jeweils eine
hohere Konzentration zu einer hoheren PplX-Fluoreszenz fihrte als die jeweils
niedrigerere eingesetzte Konzentration. Aul3erdem wurde deutlich, dass, wenn
man die unterschiedlichen Konzentrationen in die Interpretation mit einbezieht,
h-ALA zu der starksten PplX-Synthese fuhrte, gefolgt von b-ALA, 5-ALA und m-
ALA, welches sich als das schwéchste Derivat erwies.
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Schon andere Autoren beschrieben die Uberlegenheit von h-ALA gegeniiber
anderen 5-ALA-Estern und 5-ALA selbst und erklarten dies damit, dass sich h-
ALA Uber eine héhere Bioverfuigbarkeit auszeichnet (Gaullier 1997, Marti 1999,
Uehlinger 2000, Xiang 2001). Diese konnte einerseits dadurch zustande
kommen, dass h-ALA durch seine langere lipophile Kette leichter die
Zellmembran permeieren kann. Andererseits konnte h-ALA eine hohere Affinitat
zu unspezifischen Esterasen aufweisen, die nétig sind, um h-ALA bzw. andere
ALA-Ester in 5-ALA umzuwandeln, welches dann fur die PplX-Synthese zur
Verfligung steht.

Der Mechanismus der 5-ALA/Ester-Aufnahme in die Zellen ist bisher nicht
eindeutig geklart und scheint in unterschiedlichen Zellen verschieden zu sein.
Generell kommen drei Wege in Frage, erstens die einfache Diffusion durch die
Plasmamembran, zweitens Uber aktive Transportmolekile und drittens Uber
Membrankanéle. Déring (1998) einerseits und Rud (2000) andererseits fanden
fur 5-ALA in unterschiedlichen Zellen verschiedene Transportmolekiile, wobei
Rud aufRerdem noch nachwies, dass ALA-Ester nicht tUber das von ihm
untersuchte Transportmolekil in die Zelle gelangten, sondern im Gegensatz zu
5-ALA Uber andere Mechanismen in die Zelle gelangen mussen.

Ebenso wurde schon beschrieben, dass die PplX-Synthese dosisabhangig von
5-ALA und ihren Estern verlauft (Krammer 1996, Rossi 1996, Moan 1997,
Uehlinger 2000, Xiang 2001). Der PplX-Gehalt erhoht sich zunachst mit
ansteigender 5-ALA/Ester-Konzentration, erreicht dann je nach Derivat an
einem bestimmten Punkt ein Maximum, um danach wieder abzufallen. Den
Anstieg bis zu einem Maximum erklart man damit, dass ein héheres Angebot an
5-ALA/Estern zu einer hoheren PpIX-Synthese flhrt, bis die beteiligten Enzyme
gesattigt sind. Der anschlieBende Abfall bei Uberschreiten der optimalen
Konzentration ist durch die Zytotoxizitat der Substanzen zu erklaren, was sich
auch in der Abnahme der Vitalitdt bemerkbar machte (Uehlinger 2000).

Eine weitere Erklarung fur die beschriebenen Effekte kdnnte die Inkubationszeit
darstellen. 5-ALA und ihre Derivate besitzen ein unterschiedliches kinetisches
Verhalten bei der Permeation der Zellmembran und bei der Deesterfikation,
welches allerdings auch wieder von der Konzentration abhangig ist (Gibson
1997, Marti 1999, Gerscher 2000, Uehlinger 2000). So passieren Ester mit
langeren Ketten die Zellmembran nicht nur in einem groReren Ausmali,
sondern auch schneller (Marti 1999).

Auch konnte die Lokalisation des PplX je nach Zelllinie, verwendetem Ester
oder je nach Konzentration verschieden sein und dadurch zu unterschiedlichen
Vitalitdtsverlusten nach Bestrahlung filhren. Durch mehrere Studien mittels
Fluoreszenzmikroskopie und Fluoreszenzmikrographie wurde aber gezeigt,
dass sich die PplX-Lokalisation bei verschiedenen Bedingungen nicht
veranderte, sondern stets Uberwiegend in den Mitochondrien lag (Berg 1996,
Gaullier 1997).

Wiederum ein weiterer die PplX-Synthese bzw. Phototoxizitat beeinflussender
Faktor ist die Zahl der Mitochondrien bzw. die Aktivitat ihrer Enzyme innerhalb
einer Zelle, wie Gibson zeigen konnte. So fihrt eine grol3e Anzahl von
Mitochondrien bzw. eine hohe Aktivitat der mitochondrialen Enzyme in solchen
Zelllinien zu einer gesteigerten PpIX-Synthese (Gibson 1999).
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Insgesamt lasst sich also sagen, dass es, neben den in dieser Arbeit
untersuchten Faktoren wie Lichtdosis und 5-ALA/Ester-Konzentrationen, noch
eine Reihe anderer Faktoren gibt, die die PplX-Synthese und Phototoxizitét
beeinflussen.

4.2.2 Protoporphyrin IX- Fluoreszenz und Photodynamische Wirksamkeit
in Abhangigkeit von Serum bei C33A-Zellen

Die Zusammensetzung des Mediums, insbesondere der Gehalt von Serum
spielt eine wichtige Rolle bei der durch 5-ALA und ihre Ester induzierten PplIX-
Fluoreszenz. Im Ergebnisteil konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von 10%
bzw. 20% FCS zu einer Abnahme der PplX-Fluoreszenz in C33A-Zellen fuhrte.
Die Uberlebensrate der bestrahlten Zellen lieR sich dadurch bei mit 5-ALA und
Serum inkubierten Zellen mehr als vervierfachen, bei h-ALA mehr als
verdoppeln.

In der Literatur wurden &hnliche Beobachtungen von verschiedenen Autoren
beschrieben. Steinbach untersuchten die durch 5-ALA induzierte PplX-
Fluoreszenz in Abhangigkeit vom Serumgehalt in Urothelkarzinom-Zelllinien
(Steinbach  1995). Dabei zeigte sich eine signifikant  hohere
Fluoreszenzintensitat in Abwesenheit von Serum. Andere Autoren, die den
Einfluss von Serum auf die durch 5-ALA induzierte PplIX-Fluoreszenz in
Leukadmiezellen bzw. Fibroblasten untersuchten, beschrieben, dass sich 80% -
95% des normalerweise intrazellularen PpIX im umgebenden Medium befand,
wéahrend in Abwesenheit von FCS eine intrazellulare Anhaufung des PplX zu
beobachten war (Hanania 1992, Weir 1995).

Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass es im Serum Bestandteile gibt,
die fir den Ausfluss der gebildeten Porphyrine in das umgebende Medium
verantwortlich sind. Einerseits kommt der PplX-Ausfluss durch einfache
Diffusion zustande, andererseits durch Interaktion mit im Serum enthaltenen
Proteinen (Fukuda 1993, Granick 1975). So erwies sich z. B. Albumin als ein
Faktor, der durch seine Fahigkeit, mehrere Phorphyrinringe binden zu kénnen,
den Ausfluss von PplX fordert (Bohmer 1985, Moan 1985, Steinbach 1995).
Dagegen beobachtete Weir in Fibroblasten, dass Albumin nur eine geringe
Rolle bei der Ausschleusung des gebildeten PpIX in das extrazellulare Medium
spielt, sondern vielmehr das high density lipoprotein (HDL), das low density
lipoprotein (LDL) und weitere Proteine fur den PplX-Verlust der Zellen
verantwortlich sind (Weir 1995).

Nach Bestrahlung der Zellen und Messung der Vitalitdt mittels WST-Assay
zeigte sich bei der niederen Bestrahlungsdosis eine Zunahme der
Uberlebensrate, wenn die Zellen mit Serum behandelt wurden. Dies zeigt, dass
nicht nur die PplIX-Fluoreszenz, sondern auch die Photodynamische
Wirksamkeit von der An- bzw. Abwesenheit von Serum im Inkubationsmedium
beeinflusst wird.
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Auch dieser Effekt wird in der Literatur beschrieben. So fand sich nach
Bestrahlung von Urothelkarzinom-Zelllinien eine fuinffach erhéhte Vitalitéat in den
Zellen, die nur mit 5-ALA, aber ohne Serum behandelt wurden im Vergleich zu
in 5-ALA und Serum inkubierten Zellen (Riesenberg 1996). Weir beschrieb
sogar einen praktisch vollstandigen Verlust der Photodynamische Wirksamkeit
mit 5-ALA nach Inkubation von Fibroblasten in FCS-haltigem Medium (Weir
1995).

Durch die Anwesenheit von Serum in der 5-ALA- Inkubationslésung kommt es
wahrscheinlich zu einer extrazellulare Anhaufung des PplX. Somit steht das fur
die Photodynamische Wirksamkeit verantwortliche intrazellulare PpIX nur noch
in kleiner Menge zur Verfigung, was zu einer verminderten Sensibilitat der
Zellen gegeniber der Bestrahlung fihren kénnte. Der phototoxische Effekt
kommt, wie unter 1.2.2 beschrieben, bekanntlich dadurch zustande, dass aus
bestrahltem PpIX enstehende reaktive Sauerstoffteilchen Zellstrukturen
schadigen. Da diese Teilchen aber nur eine sehr geringe Reichweite besitzen,
sind sie fur die Zelle weitgehend ungefahrlich, wenn sie auf3erhalb der Zelle
gebildet werden.

Die hier beobachtete hohere Uberlebensrate der Zellen ist aber weniger darauf
zuruckzufiihren, dass das PplX vom Intra- in den Extrazellularraum verschoben
wurde, sondern vielmehr darauf, dass Uberhaupt weniger PpIX synthetisiert
wurde. Denn die hier mittels Fluoreszenz gemessene PplX Synthese beinhaltet
sowohl das intra- als auch das extrazellulare PplX, da vor der Messung der
Uberstand nicht verworfen wurde. Somit muss der offensichtlich protektive
Effekt des Serums eine andere Ursache haben, wobei am wahrscheinlichsten
ist, dass das Serum die Aufnahme von 5-ALA und ihren Estern in die Zelle
blockiert und deshalb weniger PplIX gebildet wird.

Da das Serum einen Einfluss auf die PpIX-Synthese und die Uberlebensrate
der mit 5-ALA und ihren Estern inkubierten Zellen zeigte, wurden die Ubrigen
Versuche dieser Arbeit in Abwesenheit von FCS im Inkubationsmedium
durchgeflhrt.

4.2.3 Protoporphyrin IX- Fluoreszenz, Dunkeltoxizitat und
Photodynamische Wirksamkeit in Abhangigkeit von
EDTA bei C33A-Zellen

Die Zugabe von 100 bzw. 1000uM EDTA zu 5-ALA und ihren Estern fihrte zu
einer Induktion der PplIX-Synthese in C33A-Zellen. Ferner sank die
Uberlebensrate der Zellen nach Bestrahlung bei EDTA-Einsatz starker, als
wenn die Zellen nicht mit EDTA inkubiert wurden. EDTA per se erwies sich
nicht als toxisch.

EDTA st ein Eisenchelator, der die Zellmembran nicht permeiert.
Eisenchelatoren zeichnen sich dadurch aus, dass sie freies Eisen binden
konnen. Die Konversion von PpIX zu Ham wird durch das Enzym
Ferrochelatase katalysiert, wobei in das PplX-Molekll Eisen eingelagert wird.
Ist nun ein Eisenchelator wie EDTA anwesend, so steht fir diesen Schritt
weniger Eisen zur Verfigung, folglich kénnen weniger PplX-Molekile zu Ham
umgewandelt werden. Steigt die intrazellulare PpIX-Menge an, so sind die

47



Diskussion

Zellen sensitiver fur die PDT. Der PplX-Anstieg resultiert aber nicht nur daraus,
dass PplX nicht weiter zu Ham umgewandelt wird, sondern auch daraus, dass
die negative Ruckkopplung der nun in geringerer Menge gebildeten
Hammolekile auf die ALA-Synthese der Zelle selbst weniger stark ausgepragt
ist. Diese Theorie wurde in der Vergangenheit flr verschiedene histologische
Zelltypen sowohl in vitro als auch in vivo bestétigt. So fanden sich nach EDTA-
Zugabe ein erhohter PplX-Gehalt in Leukamiezellen (Hanania 1992),
Adenokarzinomzellen und Lungenfibroblasten (Berg 1996), in weiterer
Kombination mit Dimethylsulfoxid (DMSO) kam es zu einem PplX-Anstieg in
Basalzellkarzinomen, Zellen des Morbus Bowen, Hautzellen und
Colonkarzinomzellen (Malik 1995, Harth 1998, De Rosa 2000). Harth et al.
erreichten durch topische Applikation einer 20 % ALA - EDTA 2 % - DMSO 2 %
- creme auf den Tumor und Bestrahlung nach 12 Stunden Uber 80 %
vollstandige Remission bei ihren Patienten.

Die vorliegende Arbeit zeigt nun erstmals fur Zervixkarzinomzellen, dass auch
hier EDTA den PpIX-Gehalt um bis zu 23 % (5-ALA) bzw. 6 % (h-ALA) zu
erhéhen vermochte. Gleichzeitig wurde aber die Uberlebensrate der Zellen
nach Bestrahlung teilweise um bis zu 19 % verringert (1 mM 5-ALA, 1J),
wahrend sie unter anderen Bedingungen um bis zu 11% anstieg. Dabei ist
auffallig, dass sich die Veranderung des PplIX-Gehalts nicht genauso stark in
einer Veranderung des Anteils toter Zellen nach Bestrahlung wiederspiegelt.
Hierflr gibt es mehrere Erklarungsmoglichkeiten. Zunachst einmal betragt die
Uberlebensrate auch ohne EDTA-Einsatz nur zwischen 4 und 30 % (Ausnahme
1 mM 5-ALA, 1J: 63%), so dass es gar nicht mehr zu starken Abfallen kommen
kann. Waren geringere Lichtdosen oder 5-ALA/Ester-Konzentrationen
verwendet worden, lage die Uberlebensrate ohne Zusatz wahrscheinlich hoher
und der durch EDTA vermittelte Effekt ware vermutlich starker ausgepragt
gewesen, was ja auch bei 1 mM 5-ALA nach Bestrahlung mit 1J zu erkennen
ist. Auch tauschen evtl. die statistischen Zahlen. So sank hier die
Uberlebensrate der Zellen zwar nur von 63 % auf 44 %, dies entspricht aber
einem Anteil von 30 % weiteren Zellen, deren Tod auf die Zugabe von EDTA
zuruckzufihren ist. Die Wirkung von EDTA wiirde unter optimalen Bedingungen
also wahrscheinlich noch viel deutlicher werden.

Wie sich in den Versuchen zur Dunkeltoxizitat herausstellte, hatte EDTA per se
keinen toxischen Effekt, die Uberlebensrate der Zellen hing hier allein von der
5-ALA- bzw. h-ALA-Konzentration ab und verringerte sich mit zunehmender
Konzentration.

Auch in der Literatur finden sich unterschiedliche Auswirkungen von EDTA auf
die PpIX-Synthese, wobei sich erneut herausstellte, dass diese auch von
anderen Faktoren abhangig sind. So spielt z.B. die Konzentration von 5-ALA
bzw. ihren Estern eine Rolle, wobei die optimalen Konzentrationen fur die
einzelnen ALA-Derivate unterschiedlich ausfielen. Fur 5-ALA und m-ALA
wurden dabei Konzentrationen zwischen 0,1 und 10 mM, fir b-ALA und h-ALA
hingegen zwischen 0,05 und 5 mM untersucht. Die Konzentrationen wurden fur
5-ALA und m-ALA deshalb héher gewahlt, weil diese beiden Substanzen, wie
unter 4.2.1. beschrieben, eine geringere Bioverfiigbarkeit besitzen als b-ALA
und h-ALA.
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5-ALA fiuhrte in Verbindung mit EDTA bei einer Konzentration von 2,5 mM zu
der héchsten PpIX-Synthese, wahrend h-ALA bei 1mM, b-ALA bei 2,5 mM und
m-ALA bei 10 mM eine maximale PplX-Fluoreszenz bewirkten (vgl. Abb. 3.6).
Xiang (2001) beobachtete in &hnlichen Versuchen mit der Zelllinie C33A etwas
andere optimale Konzentrationen (5-ALA: 10 mM, m-ALA: 7,5 mM, b-ALA: 1
mM, h-ALA: 0,75 mM), allerdings ohne Einsatz von EDTA. Diese Unterschiede
beruhen aber nicht auf dem Einsatz von EDTA, da jeweils als Kontrolle auch
Zellen ohne EDTA bei den jeweiligen Konzentrationen inkubiert wurden, deren
PplIX-Synthese ebenfalls fur die oben angegebenen Konzentrationen am
hdchsten lag.

Die unterschiedlichen Wirkungen von EDTA in Kombination mit 5-ALA bzw. h-
ALA auf die Photodynamische Wirksamkeit, insbesondere die Tatsache, dass
eine erhbhte PplX-Synthese nicht unbedingt zu einer erniedrigten
Uberlebensrate fiihrt, wie dies von anderen (Hanania 1992, Berg 1996)
beschrieben wurde, sind wiederum dadurch zu erklaren, dass hier weitere
Faktoren eine Rolle spielen. Diese wurden unter 4.2.1. diskutiert. Eine weitere
Erklarung kénnte darin bestehen, dass das synthetisierte PpIX nicht in den
Mitochondrien, sondern in anderen Zellkompartimenten abgelagert wird, wenn
EDTA hinzugegeben wird und dass die Zellen deswegen nicht sensibler
gegenuber der Bestrahlung sind. Diese Vermutung wurde aber von Berg (1996)
wiederlegt, der mit fluoreszenzmikrographischen Untersuchungen zeigte, dass
die PplX-Lokalisation nicht durch EDTA veréandert wurde.

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass durch Einsatz von EDTA die
PpIX-Fluoreszenz unter geeigneten Bedingungen gesteigert werden konnte,
dass aber unter den hier untersuchten Bedingungen kein eindeutiger Einfluss
auf die Wirksamkeit der PDT zu erkennen war. Die Ergebnisse bei 1mM 5-ALA,
1J legen allerdings nahe, dass unter optimalen Bedingungen, wie geeigneter
Lichtdosis und 5-ALA/Ester-Konzentration die PDT durch EDTA verbessert
werden konnte. Die Steigerung der PpIX-Fluoreszenz kénnte sich positiv auf die
PDD auswirken, da geringere Dosen von 5-ALA/Ester eingesetzt und damit
Nebenwirkungen und Kosten gesenkt werden kénnten.

4.2.4 Protoporphyrin IX- Fluoreszenz, Dunkeltoxizitat und
Photodynamische Wirksamkeit in Abhangigkeit von
Desferrioxamin bei C33A-Zellen

Wie im Ergebnisteil dargestellt, konnte durch Zugabe von 100 pM bzw. 1000
MM DEF in das Inkubationsmedium eine signifikante Zunahme der PplX-
Fluoreszenz in C33A-Zellen beobachtet werden. Ferner sank auch hier die
Uberlebensrate der Zellen nach Bestrahlung unter DEF-Einsatz starker, als
wenn die Zellen ohne DEF inkubiert wurden. DEF selbst erwies sich nicht als
toxisch, zeigte sogar eher einen protektiven Effekt hinsichtlich der Zellvitalitat.

Desferrioxamin (DEF) ist wie EDTA ein Eisenchelator, der im Gegensatz zu
EDTA allerdings spezifisch ist, d.h. eine hohe Affinitdt fir Eisen besitzt. Ein
weiterer Unterschied zu EDTA ist seine gute Membranpermeabilitat (Keberle
1964). So kann DEF das Eisen aus dem intrazellularen Eisenpool binden,

49



Diskussion

wodurch wiederum weniger Eisen fur die Ferrochelatase zur Verfiigung steht,
so dass wie unter 4.5.3 beschrieben letztlich ein PpIX-Anstieg resultiert kann,
der auch schon in Urothelzellen (Marti 1999), Basalzellkarzinomen (Fijan 1995),
transformierten Keratinozyten (PAM 212-Zellen; Ortel 1993),
Adenokarzinomzellen des Rektosigmoids und Lungenfibroblasten (Berg 1996)
beobachtet wurde.

Erstmals wurden diese Effekte in dieser Arbeit fir Zervixkarzinomzelllinien
untersucht. DEF steigerte den PpIX-Gehalt um bis zu 121% fur 5-ALA bzw.
37% fur h-ALA. Fur 2,5 mM h-ALA und 5 mM h-ALA konnte ebenso wie fir 0,1
mM m-ALA kein Anstieg der PplX-Fluoreszenz durch Zugabe von DEF
beobachtet werden. Wahrend es fur h-ALA keine Erklarung gibt, kann der
fehlende Anstieg bei 0,1 mM m-ALA dadurch erklart werden, dass eine zu
geringe Konzentration vorlag, um zu einer PpIX-Synthese fuhren zu kénnen.
Die maximale PpIX-Synthese wurde 2,5 mM 5-ALA, 1 mM h-ALA, 10 mM m-
ALA und 5 mM b-ALA erzielt. Somit bestatigen diese Ergebnisse die optimalen
Konzentrationen von 5-ALA bzw. ihren Estern, die auch schon bei den
Versuchen mit EDTA beobachtet wurden. Jedoch lies sich durch DEF eine
starkere PpIX-Synthese induzieren als durch EDTA (5-ALA: 121% [DEF], 23%
[EDTA]; h-ALA: 37% bzw. 6%). Dies lasst sich durch die Eigenschaften von
DEF erklaren, das im Gegensatz zu EDTA membranpermeabel ist und
intrazellulares Eisen spezifisch bindet.

Gleichzeitig wurde die Uberlebensrate der Zellen nach Bestrahlung um bis zu
80% bei h-ALA (1 mM, 2J) bzw. 47% bei 5-ALA (1 mM, 1J) verringert, wenn
1000 uM DEF verwendet wurde.

Somit zeigt sich fur 5-ALA, dass eine Verdopplung der PpIX-Synthese in einer
Halbierung der Uberlebensrate nach Bestrahlung resultiert. Bei h-ALA fiihrte
sogar ein Anstieg von 37% zu einer Reduktion der Vitalitadt um 80%. Das
starkere Abfallen der Uberlebensrate bei h-ALA im Gegensatz zu 5-ALA lasst
sich dadurch erklaren, dass h-ALA unter optimalen Bedingungen zu einer
insgesamt hoheren PplX-Synthese fuhrte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit der in der Literatur beschriebenen gesteigerten Sensibilitdt der Zellen
gegeniber PDT nach Inkubation mit DEF und 5-ALA bzw. ihren Estern (Ortel
1993, Berg 1996). Auch hinsichtlich des Absinkens der Uberlebensrate erwies
sich damit DEF als potenterer Eisenchelator im Vergleich zu EDTA, da letzteres
nur zu einem Absinken um 19 % (1 mM 5-ALA, 1J) und teilweise sogar zu
einem Anstieg der Uberlebensrate fiihrte.

Genau wie bei EDTA ist die Uberlebensrate abhangig von der verwendeten
Lichtdosis. So ist die Vitalitat bei hoherer Lichtdosis (5J bei 5-ALA bzw. 10J bei
h-ALA) deutlich erniedrigt, so dass auch kein weiterer Abfall durch DEF erzeugt
werden konnte, da auch ohne DEF der Anteil der vitalen Zellen schon geringer
als 20% war.

Aus den Ergebnissen der Versuche mit DEF wird ersichtlich, dass sowohl die
PpIX-Synthese als auch der Vitalitdtsverlust von der DEF-Konzentration
abhangig ist, da es bei beiden zu starkeren Effekten kommt, wenn unter sonst
gleichen Bedingungen statt nur 100 uM 1000 uM DEF eingesetzt wurden. Bei
den Uberlebensraten zeigt sich, dass eine Erhohung der DEF-Konzentration
von 100 pM auf 1000 uM allerdings nicht mehr zu einem so starken Abfall fuhrt,
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wie es der Anstieg der PplX-Synthese erwarten lieRe. Es scheint sich vielmehr
eine Sattigung einzustellen, wie sie auch fir die PpIX-Synthese ab ca. 1000 pM
DEF beschrieben ist (Berg 1996).

Betrachtet man die Ergebnisse der Bestrahlungsversuche mit der jeweils
geringeren Lichtdosis (1J bei 5-ALA und 2 J bei h-ALA), so erkennt man dass
eine Verringerung der Uberlebensrate auf niedrigste Werte entweder dadurch
erreichbar ist, dass hohere Konzentrationen von 5-ALA eingesetzt werden oder
ein lipophilerer ALA-Ester wie in diesem Fall h-ALA eingesetzt wird oder DEF
hinzugeflugt wird. Wie zu erwarten war, wurden weit niedrigere Konzentrationen
von h-ALA bendétigt, um dieselben Effekte wie bei 5-ALA zu erzielen. Bei den
Versuchen mit 0,5 mM h-ALA liegt die Uberlebensrate auch ohne DEF nur bei
25% und lies sich durch Zugabe von 1000 uM DEF auf 9% senken. Dies lasst
vermuten, dass auch mit einer noch niedrigeren Konzentration von h-ALA in
Kombination mit DEF eine maximal niedrige Uberlebensrate erreicht werden
konnte.

Wie sich in den Versuchen zur Dunkeltoxizitat herausstellte, hatte DEF per se
keine toxischen Effekte, wirkte im Gegenteil eher protektiv auf die Zellen. Dies
ist daran erkennbar, dass die Uberlebensrate bei Einsatz von 1000 uM DEF
hoher lag, als wenn die Zellen ohne DEF inkubiert wurden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Verwendung von DEF eine
vielversprechende Methode darstellt, um die PplX-Synthese und damit auch die
Photodynamische Wirksamkeit zu verbessern. So ermdéglicht es DEF,
niedrigere Lichtdosen und niedrigere Konzentrationen von 5-ALA und ihren
Estern einzusetzen, ohne dass es dadurch zu EinbuBen in der
Photodynamischen Wirksamkeit kommt. Auf diese Weise lassen sich einerseits
Nebenwirkungen der PDT reduzieren und andererseits Kosten einsparen.

4.3 Einfluss von pH-Wert, Serum, EDTA und Desferrioxamin auf die
durch 5-ALA und ihre Ester induzierte PpIX-Synthese in CaSki-Zellen

Bei den Untersuchungen, welchen Einfluss der pH-Wert auf die PpIX-Synthese
hat, stellte sich genau wie bei C33A Zellen auch bei CaSki Zellen heraus, dass
ein physiologisches bis alkalisches Milieu zu hoheren Syntheseraten fuhrt. Die
optimalen pH-Werte, unter denen die PplX-Fluoreszenz anstieg bzw. am
hochsten lag, unterscheiden sich zwischen den beiden Zelllinien kaum. So
zeigte sich bei beiden beim Einsatz von b-ALA ein Anstieg ab dem pH-Wert 7,5,
bei 5-ALA ab pH 8. Bei h-ALA stieg die PplX-Synthese in CaSki-Zellen erst bei
einem pH von 9, wéahrend sie in C33A Zellen bei 8,5 ein Maximum erreichte und
bei pH 9 schon wieder abfiel (vgl. Abb. 3.1 und 3.12).

Ferner lie3 sich auch bei CaSki Zellen eine Abhéngigkeit von der verwendeten
Konzentration der 5-Aminolavulinsaure bzw. ihrer Ester nachweisen, so stieg
mit der Konzentration auch die PplX-Synthese (vgl. 4.2.1). Vergleicht man die
Ergebnisse bei beiden Zelllinien, so fallt auf, dass die Syntheserate bzw. die
PpIX-Fluoreszenz in C33A Zellen um ca. ein 4faches hdher lag als in CaSki
Zellen, unabhangig von verwendetem ALA-Derivat oder pH-Wert (vgl. Abb. 3.1
und 3.12). Dies bestétigt die Beobachtungen, dass die durch 5-ALA und ihre
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Ester induzierte PplX-Synthese auch von der verwendeten Zelllinie abhéngig ist
(Gibson 1999).

Unter dem Einsatz von 20% FCS kam es sowohl in C33A- als auch in CaSki-
Zellen zu einem Abfall der PplX-Syntheserate. Wahrend er bei C33A-Zellen im
Durchschnitt 64% betrug, fiel die PpIX-Fluoreszenz in CaSki-Zellen nur um 39%
(Abb. 3.4 und 3.13). Bei diesen Versuchen war im Gegensatz zu den pH-
Versuchen allerdings kein grof3er Unterschied mehr hinsichtlich der PplX-
Syntheseleistung der beiden Zelllinien zu erkennen, so dass ein
unterschiedliches Ausgangsniveau nicht als Erklarung fur diese Zahlen dienen
kann. Vielmehr muss angenommen werden, dass das Serum an sich die 5-
ALA-/Ester- Aufnahme in die beiden Zelllinien unterschiedlich stark beeinflusst,
dass die C33A-Zellen sensibler auf Serum reagieren (vgl. 4.2.2; Steinbach
1995, Weir 1995).

Paradoxerweise erzielen in den Serumversuchen mit CaSki-Zellen jeweils die
geringeren Konzentrationen von 5-ALA und ihren Derivaten eine leicht hohere
PplIX-Syntheserate als die jeweils hohere Konzentration, unabhéngig von der
eingesetzten Serummenge. Eine Erklarung dafir konnte sein, dass zu grol3e
Mengen der Aminolavulinsaure toxisch auf die CaSki-Zellen wirken, sie daher
teilweise zugrunde gehen und somit nicht mehr soviel PplX bilden.

EDTA fluhrte bei CaSki-Zellen mit durchschnittlich + 59% zu einer starkeren
Induktion der PplX-Synthese als bei C33A Zellen (durchschnittlich + 28%, bei h-
ALA sogar ein Abfall; vgl. Abb. 3.6 und 3.14). So erzielten bei diesen Versuchen
die CaSki-Zellen auch insgesamt hohere PpIX-Syntheseraten als C33A Zellen.
Als optimale Konzentrationen, unter denen die hochste PplX-Fluoreszenz
erreicht werden konnte, erwiesen sich fast wie bei den C33A-Zellen auch bei
den CaSki-Zellen 2,5 mM fir 5-ALA, 1 mM fur h-ALA, 5 mM fiar m-ALA und 2,5
mM fur b-ALA (vgl. 4.2.3). Hierbei zeigte sich, ahnlich wie bei den Serum-
Versuchen mit CaSki-Zellen, bei beiden Zelllinien, dass die PpIX-Synthese
zunachst mit steigender 5-ALA/-Ester-Konzentration ansteigt, bei zu hohen
Konzentrationen aber auch wieder abfallt. Hierfiir dirften wie oben beschrieben
toxische Effekte der Aminolavulinsaure verantwortlich sein.

Der Einsatz des Eisenchelators EDTA zur Steigerung der PplX-Synthese in
Zervixkarzinomzellen stellt also einen vielversprechenden Ansatz dar, um die
Wirksamkeit der PDT zu steigern und Nebenwirkungen sowie Kosten zu
senken, da fir gleiche Effekte niedrigere 5-ALA/-Ester-Konzentrationen bendtigt
werden.

Auch DEF vermochte in CaSki-Zellen die PplX-Fluoreszenz zu steigern, erwies
sich hier aber weniger wirksam als in C33A-Zellen, wobei das Ausgangsniveau
des PplX, d.h. ohne Zusatz von DEF, diesmal in beiden Zelllinien etwa gleich
war. So kam es durch den Einsatz von 1000 uM DEF in C33A-Zellen zu einer
durchschnittlichen Steigerung der PplIX-Synthese um + 54%, in CaSki-Zellen
hingegen nur um + 42%, wobei hier nicht bei allen eingesetzten
Konzentrationen ein Anstieg zu erkennen war (vgl. Abb. 3.9 und 3.15).

Es stellten sich wie schon bei den EDTA-Versuchen und den Versuchen mit
C33A-Zellen in etwa dieselben optimalen Konzentrationen heraus. So wurden
mit 2,5 mM 5-ALA, 1 mM h-ALA, 5 mM m-ALA und 2,5 mM b-ALA jeweils eine
maximale PplIX-Fluoreszenz unter Zugabe von DEF erreicht (vgl. 4.5.4).
Wiederum liel3 sich beobachten, dass das PplX mit zunehmender ALA-
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Konzentration zunachst steigt, nach Erreichen eines Maximums aber wieder
abfallt. Diese Beobachtung macht es erforderlich je nach verwendetem Ester
und den Ubrigen Bedingungen jeweils die optimale Konzentration
herauszufinden. Geht man davon aus, dass wie oben beschrieben zu hohe
Konzentrationen deshalb zu einem Abfall der PpIX-Synthese fihren, weil die
Zellen sterben, so ware es nicht so schlimm, eine zu hohe Konzentration zu
verwenden.

Betrachtet man alle Versuche zur Induktion der PpIX-Synthese in CaSki- und
C33A-Zellen, so lasst sich unter Beachtung der verschieden hohen
eingesetzten Konzentrationen feststellen, dass der ALA-Ester h-ALA die grofite
Effektivitat besitzt. Von h-ALA werden nur geringe Mengen bendtigt, um
maximal starke PplX-Fluoreszenz in den Zellen zu induzieren. So reichten oft 1
mM h-ALA aus, um dieselbe oder gar eine bessere Wirksamkeit als 2,5 mM 5-
ALA zu erzielen, was an der lipophileren Struktur und damit besseren
Aufnahme in die Zelle liegen durfte. Der Ester m-ALA erwies sich insgesamt als
schwacher wirksam, b-ALA als gleichwertig zu 5-ALA.

Durch Verwendung des lipophileren h-ALA kénnten im Vergleich zu 5-ALA also
auch Nebenwirkungen reduziert und die Wirksamkeit der PDT verbessert
werden.

4.4 Klinische Relevanz und Ausblick

Zunachst einmal stellte sich in dieser Arbeit heraus, dass ein pH-Wert im
physiologischen bis leicht alkalischen Bereich Voraussetzung dafir ist, dass es
zu einer ausreichenden durch 5-ALA induzierten PplX-Synthese kommen kann.
Daher wird es nétig sein, vor einer topischen Applikation der Aminolavulinséaure
in dem sonst sauren Milieu der Zervix den pH-Wert zu erh6hen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Eisenchelatoren EDTA und DEF erwiesen
sich als mogliche Faktoren, durch die die Wirksamkeit der Photodynamischen
Therapie gesteigert werden kann, da es unter ihrem Einfluss zu einer
gesteigerten PplX-Synthese kam. Hierbei muissten aber eventuelle
Nebenwirkungen von EDTA und DEF beachtet werden, insbesondere wenn
diese in den systemischen Kreislauf gelangen. DEF wird bereits zur
Behandlung von Thalassamie eingesetz und zeigte dort bei oraler Applikation
keine wesentlichen Nebenwirkungen (Giardina 2001).

Durch EDTA und DEF lassen sich so auch die bendtigten Konzentrationen von
5-ALA verringern, so dass deren Nebenwirkungen reduziert werden kdnnen.
Dies lasst sich, wie in dieser Arbeit gezeigt, auch dadurch erreichen, dass
anstelle von 5-ALA ihre lipophileren Ester eingesetzt werden, die sich
auBerdem auch noch durch eine bessere Eindringtiefe in das Gewebe
auszeichnen.

Bei der klinischen Anwendung kénnen die hier ermittelten Konzentrationen nur
als Orientierungswerte dienen und mussen, genau wie die effektiven Mengen
EDTA oder DEF, in vivo erneut bestimmt werden.

Durch die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse ergeben sich fur die
klinische Anwendung folgende Mdglichkeiten. Die Photodynamische Diagnostik
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wird durch die groRRere Eindringtiefe, homogenere Verteilung und gesteigerte
PpIX-Synthese unter den ALA-Estern effizienter. Durch die verbesserte
Fluoreszenz konnten Dysplasien oder kleine Tumoren der Zervix leichter
erkannt und zuverlassiger therapiert werden, sei es durch Konisation,
chirurgische Intervention oder gar durch PDT. So kodnnten sowohl bei
Konisation als auch chirurgischer Therapie Tumorreste detektiert und
anschlieBend gezielt nachreseziert oder adjuvant bestrahlt werden, wie dies in
anderen Fachgebieten der Medizin bereits erfolgreich durchgefihrt wird
(Ackroyd 2001, Dougherty 2002).
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5 Zusammenfassung
Einleitung:

Die Photodynamische Therapie ist eine neuere Methode zur Therapie maligner
Erkrankungen. Durch eine Wechselwirkung zwischen Licht einer bestimmten
Wellenldange und einem Photosensitizer entsteht reaktiver Singulettsauerstoff,
welcher die Tumorzellen zerstort. In dieser Arbeit sollte untersucht werden,
welchen Einfluss 5-Aminolavulinsaure und ihre lipophileren Ester auf die
Synthese des Photosensitizer Protoporphyrin 1X in den Zervixkarzinomzelllinien
C33A und CaSki hat. Au3erdem sollte untersucht werden, wie der pH-Wert, die
Eisenchelatoren EDTA und Desferrioxamin sowie Serum die durch
Aminolavulinsaure induzierte Protoporphyrin IX- Synthese beeinflussen.

Material und Methoden:

Die Zelllinien C33A und CaSki wurden Uber 4 Stunden jeweils mit 5-
Aminolavulinsaure bzw. ihren Estern inkubiert, zusatzlich wurde jeweils EDTA,
Desferrioxamin oder Serum hinzugefigt bzw. der pH-Wert verandert.
AnschlieRend wurde die Protoporphyrin  IX  Fluoreszenz  mittels
Fluoreszenzreaders gemessen. Es folgte die Bestrahlung mit Laserlicht der
Wellenlange 635 nm. Sowohl vor als auch 24 Stunden nach der Bestrahlung
wurde die Vitalitat der behandelten Zellen anhand eines WST-1 Test bestimmt.

Ergebnisse und Bewertung:

In dieser Arbeit konnte erstmals an Zervixkarzinomzelllinien gezeigt werden,
dass Hexyl-Aminolavulinsdure die Protoporphyrin IX- Synthese starker zu
induzieren vermochte als 5-Aminolavulinsaure. Methyl- und Butyl-
Aminolavulinsdure hingegen erwiesen sich nicht als der 5-Aminolavulinséure
eindeutig Uberlegen.

Ferner liel3 sich erkennen, dass zu hohe Konzentrationen der 5-
Aminolavulinsaure bzw. ihrer Ester auch ohne Bestrahlung toxisch auf die
Zellen wirkten.

Die Protoporphyrin IX-Synthese war abhéngig vom pH-Wert. Unter sauren pH-
Werten konnte nur wenig Protoporphyrin IX-Fluoreszenz nachgewiesen
werden, wéhrend sie mit zunehmenden pH-Wert im physiologischen bis leicht
alkalischen Bereich zunahm.

Die gesteigerte Protoporphyrin 1X-Synthese spiegelte sich auch in einer
erniedrigten Uberlebensrate der Zellen nach Bestrahlung im physiologischen
bis alkalischen Bereich wieder.

Die Zugabe von Serum fihrte zu einer erniedrigten Protoporphyrin [X-
Eluoreszenz und einer sich daraus abzuleitenden und beobachteten héheren
Uberlebensrate der Zellen.

Der Eisenchelator EDTA steigerte die durch Aminolavulinsaure induzierte
Protoporphyrin IX-Synthese um durchschnittlich 28% in C33A- bzw. 59% in
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CaSki-Zellen. EDTA per se erwies sich nicht als toxisch. Analog zum Anstieg
der Protoporphyrin IX-Fluoreszenz sank die Uberlebensrate nach Bestrahlung.

Desferrioxamin vermochte die durch 5-Aminolavulinsdure bzw. ihre Ester
induzierte Protoporphyrin IX-Fluoreszenz noch starker als EDTA zu erhdhen,
namlich um durchschnittlich 54% in C33A- bzw. 42% in CaSki-Zellen.
Desferrioxamin selbst erwies sich ebenfalls als nicht toxisch. Unter Bestrahlung
konnte die Uberlebensrate der Zellen durch Zugabe von Desferrioxamin in
C33A-Zellen um 80% nach Inkubation mit Hexyl-Aminolavulinsdure bzw. um
47% nach Inkubation mit 5-Aminolavulinsaure verringert werden.

Zusammenfassend stellt die Photodynamische Therapie mittels 5-
Aminolavulinsaure eine vielversprechende Methode zur Behandlung von
Neoplasien der Zervix dar. Dabei lassen sich durch Verwendung von Hexyl-
Aminolavulinsaure, eventuell in Kombination mit Desferrioxamin, die
Wirksamkeit deutlich steigern und Nebenwirkungen sowie Kosten reduzieren.
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Abkiirzungen

Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

5-ALA
Acyl-CoA
a.u.
b-ALA
DEF
DHE
DMSO
DNA
EDTA
FCS
GRP
h-ALA
HDL
HpD
HSP
LDL
m-ALA
O.D.
PBS
PDD
PDT
PpIX
SEM

5-Aminol&vulinsaure

Acyl coenzyme A

arbitrary fluoreszence units
Buthyl-Aminolavulinsaure
Desferrioxamin
Dihematoporphyrin Ether
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Ethylene diamine tetraacetic acid
Fetales Kalberserum
Glucose regulated protein
Hexyl-Aminolavulinsaure
High density lipoprotein
Hematoporphyrinderivat
Heat shock protein

Low density lipoprotein
Methyl-Aminolavulinsaure
Optische Dichte

Phosphate buffered saline
Photodynamische Diagnostik
Photodynamische Therapie
Protoporphyrin 1X
Standardfehler der Mittelwerte
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