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1 Einfuhrung

1.1 Klinische Aspekte

Intrakranielle Tumore sind in der Gesamtheit der beim Menschen auftretenden
Tumore eher selten. Der Anteil der primaren Gehirntumore des Erwachsenen betragt
nur etwas weniger als 2% aller Neoplasien.

Insgesamt betrdgt die Inzidenz aller Hirntumoren 11,8/100.000 Menschen, die
Inzidenz der malignen hirneigenen Tumoren allein 6,5/100.000 Menschen. Dabei
zeigt sich in der Kindheit ein erster Krankheitsgipfel mit kongenitalen und
frihkindlichen  Krankheitsbildern. Die  Erkrankungswahrscheinlichkeit — steigt
nachfolgend um ca. 1,2% pro Jahr an, bis sie um das 70. Lebensjahr ein
gleichbleibendes Plateau erreicht (Stupp et al. 2005)

Die haufigste und gleichzeitig prognostisch schlechteste primér-maligne Neoplasie
des Gehirns ist das Glioblastoma multiforme, das statistisch allein etwa 50% der

Gliome darstellt. (Abb. 1.1).

Die malignen Gliome stellen die Medizin vor eine groBe Aufgabe. Geringes
Ansprechen auf von der Operation abzusehende Therapie, kurze Zeitintervalle bis
zum Rezidiv und schnelles, destruierendes Wachstum mit neurologischen Defiziten

sind nur die Hauptprobleme in der Bek&mpfung dieses Krankheitsbildes.
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Abbildung 1.1:

Verteilung der Gehirntumoren

Die Resektion des Tumors und eine anschlieBende Radiochemotherapie sind derzeit
als Standardtherapie anerkannt. Damit erreicht man momentan ein mittleres
Uberleben der Patienten von 15 Monaten, wohingegen der mediane natirliche
Verlauf nach Diagnosestellung nur etwa 6 Monate betragt (Stupp et al. 2005).

Die Radikalitat der zumeist am Anfang stehenden Operation hat dabei aufgrund der
oft ausgedehnten Infiltrationszone des Tumors einen entscheidenden prognostischen
Einfluss im Sinne einer signifikant verlangerten Rezidivfreiheit. (Albert et al. 1994,
Ammirati et al. 1987, Barker et al. 1996, Devaux et al. 1993, Keles et al. 1999, Nitta
et al.1995, Rostomily et al. 1994, Simpson et al. 1993, Winger et al. 1989, Wisoff et

al. 1998, Wood et al. 1988, Yoshida et al. 1994, Stummer et al. 2006, 2008).



Dabei gestaltet sich die vollstandige Resektion (lber 90% der Gesamttumormasse)
als problematisch, da operativ oft nicht mit ausreichender Sicherheit zwischen mit
Tumorzellen infiltrierter Randzone und gesundem, teils eloquentem Nervengewebe
unterschieden werden kann.

Seit einigen Jahren verspricht hier der Einsatz von 5-Aminolavulinsdue (5-ALA), als
Vorstufe zur selektiven Tumormarkierung durch Protoporphyrin IX (PPIX), einen
spezifischeren Erfolg bei der Identifizierung von Tumorzellen in vielen Fachgebieten

der Tumormedizin.

Dariiber hinaus wird seit einiger Zeit, besonders in dermatologischen,
gynékologischen, urologischen und neurochirurgischen Fachdisziplinen der Einsatz
einer photodynamischen Therapie (PDT) diskutiert, bei der Anfarbung und
Identifizierung von Tumorgewebe um den Aspekti einer gezielten, spezifischen

Therapieform erweitert werden.



1.2 5-Aminolavulinsaure- induzierte Protoporphyrin-Akkumulation
und deren Nutzungsmaoglichkeiten

Als Vorlaufersubstanz von PPIX ist 5-ALA ein Metabolit der Ham-Biosynthese und
wird mit Hilfe der 5-ALA-Synthase aus Succinyl-Coenzym A, und der Aminosaure
Glycin gebildet (Abb. 1.2). Aus insgesamt 8 Molekllen 5-ALA entsteht dabei das
durch einen Porphyrinring gekennzeichnete, lipophile PPIX. (Abb. 1.3) Die zentrale
Positionierung des Fe?-Atoms in PPIX erfolgt durch die mitochondriale
Ferrochelatase und schlieBt den produktiven Part der Ham-Biosynthese ab. Die. 5-
ALA-Synthase erfahrt dabei eine negative Ruckkopplung, getriggert durch die
ansteigende Konzentration von Ham-Molekilen.

Durch exogen beeinflusste Zufuhr von 5-ALA wird diese negative Abregulierung der
Synthese von 5-ALA zwar nicht verhindert, jedoch unwirksam gemacht. Eine
Akkumulation von PPIX tritt daraufhin deshalb ein, weil die mitochondriale
Weitermetabolisierung von PPIX zu Ham durch die enzymatische Chelatbildung

begrenzend fiir die Reaktionsgeschwindigkeit ist (Peng et al. 1997, Abb. 1.2).

Da die meisten korpereigenen Zellen fir die oxidative Phosphorylierung im Rahmen
ihres Stoffwechsels h&mhaltige Enzyme zum Elektronentransport bendétigen, wird
davon ausgegangen, dass alle eukaryoten Zellen eine Kapazitat zur Produktion von

PPIX besitzen (Kennedy et al. 1992).

PPIX ist unter anderem durch seine Fahigkeit zur intensiven Fluoreszenz
gekennzeichnet. Das Absorptionsmaximum liegt dabei bei 400 nm Wellenlange. Die
Fluoreszenzemission findet sich im roten Spektralbereich mit Emissionsmaxima bei

635 nm und 700 nm Wellenlange.



Intraoperativ wird diese Eigenschaft unter Verwendung von blauem UV-Licht
ausgenutzt um auch einzelne, operationsmikroskopisch darstellbare Zellverbande zu
markieren und die Infiltrationszone des Tumors maximal selektiv zu resezieren (Abb.

2.1, Stummer et al. 1998, Abb. 2.2).

Zusatzlich dazu bietet PPIX mit dem Prinzip der PDT die gleichzeitige Méglichkeit
einer Tumorreduktionstherapie (Stummer et al. 2005). Hohe Konzentrationen von
PPIX haben neben dem fluoreszierenden Effekt eine photosensibilisierende Wirkung
auf die damit beladene Zelle. Dies bedeutet eine operationstechnisch unabhéngige
Madglichkeit, Tumorgewebe mit Hilfe einer energiereichen Lichtquelle zu zerstéren,
indem die Zelle durch verschiedene Mechanismen von mechanischem Schaden
(Nekrose) und Apoptosewegen (z.B. oxidativer Stress durch Singulett-Sauerstoff
(Loffler et al. 1997)) zu Grunde geht (s. 4.1.2 Das Prinzip der PDT).

Diese Methode wird bereits schon heute auch ohne Kraniotomie angewandt,
beispielsweise bei inoperablen Tumoren, Rezidiven oder Glioblastomen im
Randbereich des Ventrikelsystems, indem die Glasfaser (ber eine stereotaktische

Berechnung und lediglich eine Bohrlochtrepanation bis zum Tumor gefihrt wird.
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Abbildung 1.2:

Vereinfacht aus der Ham-Biosynthese : 5-Aminolavulinsaure wird aus Succinyl-
CoA und Glycin gebildet. Uber die Zwischenschritte: Porphobilinogen ->
Uroporphyrinogen Il -> Protoporphyrinogen IX -> entsteht Protoporphyrin IX, das
durch das Enzym Ferrochelatase zu Ham verstoffwechselt wird. Hdm hemmt
riickkoppelnd die 5-ALA Produktion, was durch exogene Zufuhrt gegenstandslos
wird. Durch eine begrenzte Aktivitdt der Ferrochelatase kommt es zu einer
Akkumulation von PPIX
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Abbildung 1.3:

Aus 8 Molekiilen 5-ALA entsteht Uber 3 Zwischenstufen (Abb. 1.2) ein Molekil PPIX.

Abbildung 2.1 und 2.2:

Fluoreszenzgestiitzte Resektion eines Glioms. Die Tumoranteile fluoreszieren bei
ausgeschaltetem Raumlicht und eingeschaltetem UV-Licht rot.

Adjuvant wird hier nach Resektion das Operationsfeld mit einem Diodenlaser nach
Behandlungsschema bestrahlt, um maligne Zellen in der Infiltrationszone zu
eliminieren (Stummer et al. 2004).
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1.3 Pathogenese des Glioblastoms

Die World Health Organisation (WHO) teilt die Gliome, die sich von der Neuroglia,
dem Stitzgewebe des zentralen Nervensystems ableiten, entsprechend ihrer
Dignitat in 4 Grade ein. Als haufigste maligne Formen seien hier das anaplastische
Astrozytom (WHO Il1°) und das angesprochene Glioblastoma multiforma (WHO 1V°)
genannt.

Beim Glioblastom handelt es sich um einen astrozytéar differenzierten Tumor, der das
umliegende Hirngewebe diffus infiltriert, wodurch seine Grenzen makroskopisch
schwer darstellbar sind. Die diagnostische Abgrenzung vom anaplastischen
Astrozytom gelingt durch den histopathologischen Nachweis von zentralen Nekrosen
und vielseitig hochgradig pathologischen GefaBveranderungen.

Immunhistochemisch gelingt oft der Nachweis von GFAP (Glial fibrillary acidic
protein), das zur Abgrenzung gegenlber Hirnmetastasen anderer Genese beitragen
kann.

Glioblastome entstehen vor allem beim &lteren Patienten de novo, entwickeln sich
aber auch aus weniger malignen Astrozytomen mit etwas friiherem Altersgipfel.
Molekularbiologisch lassen sich Gendefekte nachweisen, die vor allem beim
sekunddren GBM das Tumorsuppressorgen TP53 auf Chromosom 17 betreffen,
sowie Deletionen auf Chromosom 22, 13 und den Verlust von Chromosom 10 (Ricket
et al. 2001). Beim primaren GBM finden sich haufig Deletionen des PTEN-Gens
(Putative protein tyrosine phosphatase), sowie eine Amplifikation des EGF-Rezeptor-

Gens (Epidermal-frowth-factor) (Oghaki et al. 2004).

Die Therapiemdglichkeiten des GBM sind wie bei allen Arten von malignen

Neoplasien einem stéandigen Wandel unterzogen.
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Die klinische Besserung der Symptomatik mit Dexamethason zur Behandlung des
vasogenem Odems steht am Anfang einer Therapieplanung. Nach
neurochirurgischer Intervention schlief3t sich normalerweise eine
Radiochemotherapie an, um das rezidivfreie Intervall zu verlangern.

Besonders Patienten, bei denen ein Nachweis auf genetische Inaktivierung des
DNA-Reparaturenzyms O-6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) gelingt,
scheinen von einer adjuvanten chemotherapeutischen Behandlung mit Temozolomid
zu profitieren (Stupp et al. 2005). Weitere Chemotherapeutika, die unter anderem
beim Rezidiv eingesetzt werden, sind Nitroseharnstoffe, Vinkaalkaloide und
Cytosinarabinosid. Auch gentherapeutische, sowie experimentelle
Behandlungsansatze mit Nanopartikeln gehéren mittlerweile zum im Rahmen
klinischer Studien erprobten Spekirum der Forschung zur Therapie dieses
Krankheitsbildes.  Bisher  zeigen  viele  neuartige  Behandlungsanséatze
unterschiedliche Ergebnisse in Tierversuchsmodellen (Maier-Hauff et al. 2007,
Jordan et al. 2006).

Aus diesem Grund liegt die 5-Jahres-Uberlebenszahl nach Diagnose bei immer noch
nur 2-4%. Weniger als ein Finftel der Patienten, bei denen allein eine Operation
durchgeflhrt wurde, lebte langer als 12 Monate. Entscheidende Faktoren fir die
Prognose des GBM sind das Erkrankungsalter, die kdrperliche Konstitution (nach
Karnofsky-Index) bei Diagnose, sowie die Tumorlokalisation (Smith et al. 2000).
Stark koérperlich beeintrachtigende und psychisch flr alle Beteiligten belastende
Symptome in Verbindung mit einer schlechten Prognose machen den Umgang mit
diesem Krankheitsbild fir die Betroffenen, Angehdrige, sowie fir die behandelnden

Arzte in vielerlei Hinsicht zu einer Herausforderung.
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Trotz nachgewiesen positiv-prognostischem Einfluss einer radikalen Operation muss
in vielen Fallen Rucksicht auf die Erhaltung eloquenten Gewebes und der
Verhinderung der postoperativen neurologischen Defizite genommen werden.
Aufgrund der ohnehin bereits schlechten Prognose und der frih absehbaren
Rezidivierung muss man im Rahmen des palliativen Gedankens als Erstes die
Erhaltung einer héchstmdéglichen Lebensqualitat des Patienten voran stellen und
neurologische Schaden und zu erwartende Defizite vermeiden (Wood et al. 1988,

Vecht et al. 1990, Albert et al. 1994, Kowalczuk et al. 1997).

Aufgrund dieser Uberlegungen entstanden in der Vergangenheit viele Techniken zur
Anfarbung der Tumorzellen. Initial war dabei der Einsatz von Fluorochromen zu
beobachten, die sich selektiv und spezifisch im Tumorgewebe anzureichern schienen

(Moore et al. 1958, Poon et al. 1992, Kabuto et al. 1997).

1.4 Das Prinzip Photodynamische Therapie

Anfang des 20. Jahrhunderts von Tappeiner und Raab (1903) in Mlinchen erstmalig
als ,Lichtinduzierte Reaktion in biologischen System unter Beteiligung von
Sauerstoff” beschrieben, tauchte der Begriff ,Photodynamische Therapie* in den
Forschungsgebieten der verschiedensten biologischen und medizinischen
Fachrichtungen und Fragestellungen auf. Tappeiner und Raab beobachteten, wie
Wimperntierchen nach Anfarbung mit Acridin-Orange erst bei zusatzlicher
Einwirkung von Licht starben.

Demnach sind Wechselwirkungen von Licht mit Photosensibilisatoren in Gewebe
entscheidende Grundvoraussetzung der PDT. Diese Sensibilisatoren sind Farbstoffe,

die auf Licht mit Fluoreszenzemission oder in Form von auf Sauerstoffradikalen
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basierender Toxizitdt oder beidem reagieren. Dabei dient die Emission eher der
Diagnostik mit z.B. Identifizierung malignen Gewebes, die phototoxischen Effekte

dienen im Rahmen der Therapie beispielsweise der Bek&mpfung eines Tumors.

Zusatzlich ist von entscheidender Bedeutung, dass dieser Photosensibilisator
moglichst vertraglich, selektiv fur Tumorgewebe und am besten systemisch
verabreichbar ist. Es gibt jedoch auch Beispiele fir topische Anwendungen

(Dougherty 2002, Loh et al. 1993).

Tappeiner behandelte 1903 mit Hilfe von Eosin erstmals Hauttumore, was jedoch zu
dieser Zeit noch zu starken Nebenwirkungen fihrte. Erst 1961 konnten
gynakologische Tumoren mit hdéherer Erfolgsrate und geringeren Nebenwirkungen
behandelt werden konnten (Lipson et al. 1961).

1981 fand Photofrin® erstmals als kommerziell zugelassener Photosensibilisator den
Zugang zur Therapie, was jedoch noch immer zu lang anhaltenden, kutanen
Lichtiiberempfindlichkeitsreaktionen bei den Patienten fihrte.

Erst ab 1990 wurden héher selektive und nebenwirkungsadrmere Sensibilisatoren

entwickelt, zu denen auch das synthetische Protoporphyrin IX (PPIX) gehort.

Auf molekularer Ebene scheint die Schadigung von Zellmembran, Mitochondrien und
Zellkernorganellen verantwortlich fir den Zelluntergang zu sein (Kessel et al. 1981
und 1986, Coppola et al. 1980). Zusatzlich wird den Superoxidradikalen die Wirkung
zugesprochen, die DNA dahingehend zu modifizieren, dass es durch Verénderung
der Desoxiribose zu Strangbriichen kommen kann, sowie durch Ver&nderung der
Basen zur Anderung der Komplementarbase und/oder zum oxidativen Abbau des

geschadigten Abschnittes (Loffler et al. 1997), was zu Modifikation oder dem Ausfall
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von Proteinaktivitaten flhrt. Gehauft tritt dies bei Proteinketten auf, die eine oder
mehrere der Aminosduren Cystein, Methionin, Histidin oder Tryptophan enthalten.

Loffler et al. untersuchten 1997 besonders die Wirkung auf die Lipidmembran der
Zelle und stellten dabei die Modifizierung der ungesattigten Fettsduren heraus. Hier
kommt es durch Akkumulation von Lipidperoxiden durch autokatalytische Prozesse
zur Entstehung von Aldehyden, Dialdehyden, Dicarbonyl-Verbindungen und
Ketonen, was die Funktion der Membran und damit der gesamten Zelle beeinflusst.
Demnach wird vor allem eine Lyse der Zelle im Sinne einer nekrotischen Reaktion
diskutiert, wohingegen die oxidativ-molekularen, nukledren Auswirkungen oft der

AnstoB3 zu apoptotischen Zelluntergangskaskaden sind.

Auf physikalischer Ebene wirkt die PDT Uber eine Absorptionsreaktion. Dabei wird
mit Hilfe des photosensibilisierenden Farbstoffs ein Photon auf ein Elekiron der
Atomhille eines Molekiils Ubertragen. Dieses Elekiron wird auf eine energiereichere
Bahn getragen, was man als (Energie-)Absorption bezeichnet und das Elektron in
einen angeregten (,Singulett‘-) Zustand versetzt. Da das Elektron bestrebt ist, wieder
auf das urspringliche Level zuriickzukehren, geschieht eine von zwei Mdglichkeiten:
Entweder gibt das Elektron die (Uberschussige Energie in Form von
Bewegungswarme ab oder es entsteht ein neues Photon, was man als Fluoreszenz
messen kann.

Bei entsprechenden langlebigen Photosensibilisatoren im so genannten Triplett-
Zustand gibt es zusatzlich die Mdglichkeit, die Uberschiissige Energie auf ein
anderes Atom oder Molekiil zu Ubertragen und so z.B. ein Sauerstoffradikal ('Oz)
entstehen zu lassen. Im besten Falle kehrt der Photosensibilisator danach wieder in

den Urzustand zuriick und steht fir weitere Photonenabsorptionen bereit. Dieser



15

Vorgang wird als Typ Il- Mechanismus beschrieben, wohin gehend bei einem Typ |-
Mechanismus der Photosensibilisator nach Abgabe zerfallt (Kessel et al. 1981).

Doch auch bei einem Typ IlI- Mechanismus erfolgt eine Abnahme der Konzentration
des Photosensibilisators (,Bleeching®), was darauf zuriick zu fUhren ist, dass das
aggressive 'O, nicht nur seine molekularen Wirkungen auf die Zellorganellen
entfaltet (s.0.), sondern die Struktur des Sensibilisators selbst ebenfalls angreift.

Damit finden wir als weitere wichtige Eigenschaft eines Photosensibilisators die

langlebige Stabilitat in Form einer Triplett-Ausbeute.

In bisherigen Studien hat sich 5-ALA als nebenwirkungsarmes Medikament erwiesen
(Stummer et al. 1998). Bis heute sind ernsthafte persistierende, unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen, die sich bei fluoreszenzgestitzter Therapie oder bei
photodynamischer Therapie mittels 5-ALA zeigten, nicht bekannt. In der
Dermatologie eingesetztes Methyl-5-ALA flhrte bei topischer Bestrahlung durch
Rotlicht bei 630nm Wellenlange zu kutanen Schmerzreaktionen wahrend der
Bestrahlung, wahrend 5-ALA eine signifikant bessere Tolerabilitat zeigte (Kasche et
al. 2004). Man ging davon aus, dass die Schmerzen bei Behandlung aus der
entzlindlichen Gewebereaktion aufgrund des Zellzerfalls bei Bestrahlung resultierten.
AuBerdem zeigte sich bei topisch-kutaner Anwendung in Form einer Salbe eine
sonnenbrandahnliche Uberempfindlichkeit der Haut gegentiber von Sonnenlicht, die
nach 2-3 Wochen abgeklungen war. Systemische Nebenwirkungen von 5-ALA sind
nicht beschrieben (Jocham et al. 2000).

Aminolavulinsaure zeigt keine PlasmaeiweiBbindung bei einer Plasmahalbwertszeit
von 1-3 Stunden (L6éhning et al. 2006).

Als kdrpereigene Substanz sind keine immunologischen Reaktionen zu erwarten.
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Die Applikation von Sauerstoff, sowie die Belichtung von gesundem Hirngewebe
lasst keine unerwinschten Behandlungsauswirkungen vermuten.

Jedoch zeigten sich in vielen Studien aufkommende Zweifel an der Selektivitat des
Photosensitizers flir Tumorgewebe. Nach weiterfihrenden Untersuchungen gelangte
man zu der Ansicht, dass diese Selektivitat oft nur als Tauschung angesehen werden
muss und durch Stérungen der Blut-Hirn-Schranke innerhalb der Gliome zustande

kommt (Stummer et al. 1993).
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1.5 Zielsetzung dieser Untersuchung

Die 5-ALA gestitzte PDT wurde in den letzten Jahren bereits in experimentellen
Studien untersucht. Eine sichere Methode zum Nachweis des AusmaBes der
Wirkung auf humane Gliomzellen und eine Dosis-Wirkungs-Kurve der verschiedenen

Einflussfaktoren auf das Behandlungsergebnis fehlen jedoch.

Das Ziel der Untersuchung bestand daher darin, ein Zellmodell zu entwickeln und -
unter Beachtung und standiger Kontrolle der klinischen Méglichkeiten - eine Methode
der Behandlung des Zellmodells mittels PDT zu etablieren, an der sich weitere

experimentelle Studien orientieren kénnen.

Als eine Voraussetzung zur Umsetzung musste eine standardisierte
Behandlungskammer eingerichtet und ein Ablauf der PDT gefunden werden, der

ebenso oder ahnlich reproduzierbar unter Operationsbedingungen durchfihrbar ist.

Ein weiteres Ziel bestand darin, mittels experimenteller Versuchsreihen die jeweilige
Behandlungsdosis der PDT-Komponenten zu finden, die im kombinierten
Minimalprinzip zu einer LD50 im Zellmodell fiihren sollte, also zu einer Dosierung der
Parameter, bei der 50% der Zellen zugrunde gehen. Auch hier bestand die Aufgabe

der mdglichen klinischen Umsetzbarkeit am Patienten.

AbschlieBend sollten zwei weitere mdgliche Einflussfaktoren auf das Ergebnis der
PDT untersucht werden. Dabei handelte es sich zum Einen um das Prinzip der
fraktionierten Beleuchtung der Zellen. Hierbei stellten wir uns durch eine prolongierte

und wiederholte Stoffwechselzeit der Zellen eine mehrzeitig erhdhte PPIX-
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Akkumulation Uber eine langere Zeit hinweg vor. Zum Anderen sollte der Einfluss von
Sauerstoffsubstitution in die Zellndhrlésung vor Belichtung untersucht werden, in der
Annahme, dass ein Uberangebot von Sauerstoff fiir eine Beschleunigung der
Akkumulation von reaktiven Sauerstoff-Spezies fihrt und damit die Zelltoxizitat
steigert. Beide Einflussfaktoren sollten im Zellmodell vor dem Hintergrund einer
denkbaren pragmatischen Behandlungsform am Patienten betrachtet werden, wobei
die zuvor ermittelte LD50 der PDT ohne Untersuchung der beiden Faktoren

zugrunde liegen sollte.
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2 Material und Methoden

Die Experimente wurden im neurochirurgischen Labor der Universitatsklinik zu

Dusseldorf durchgefihrt.

2.1 Vorbereitung der Methoden

2141 Einrichtung einer Dunkelkammer

Nach Vorgaben der Arbeitssicherheit und in Zusammenarbeit mit dem Institut for
Neuropathologie der Universitatsklinik Disseldorf, Prof. Dr. Reifenberger, wurde in
den Raumen des neurochirurgischen Labors ein Raum geschaffen, der bei Bedarf
von Tageslicht abgeschlossen verdunkelt werden kann, sowie alle
Brandschutzbestimmungen im Umgang mit Laser-Geréaten erflllt. Hauptbestandteile
dabei waren die Entfernung allen brennbaren Materials, sowie die Minimierung von

reflexionsfahigen Flachen.

Hauptziele der Dunkelkammer waren isolierte Behandlung der Versuchszellen ohne
Einfluss von Tageslicht, sowie ein abschlieBbarer Raum mit Warnhinweisen, die
wahrend des Versuchsvorgangs sichtbar gemacht werden konnten. Die Behandlung
der Zellen mittels 5-ALA und die nach der Belichtung durchgeflihrte Anfarbung (s. 2.2
Versuchsanordnung) konnten aus Grinden der Keimfreiheit nicht in der
Dunkelkammer ausgefiihrt werden. Sie wurden daher im Zelllabor (BIO |, BIO 1l und
S 1l) realisiert, die Zellen danach vor Licht geschiitzt in Styropor in die Dunkelkammer

transportiert.
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2.1.2 Zellkultur

1. Zelllinie

Als Zelllinie wurden humane Gliomzellen G112 ausgewahlt und zur erstmaligen
Aufzucht aufgetaut. Retrospektiv erwies sich G112 als auBerst robust gegenlber
Kontamination, reagierte jedoch sehr sensibel auf Schwankungen im

Nahrungsangebot.

2. Medium

Um ein stabiles Medium zu gewahrleisten, das néhrstoffreich, unempfindlich
gegentber auBeren Einflissen und in nachfolgender Experimentenreihe verwertbar
sein sollte, entschieden wir uns vorerst flir eine Standard-Zusammensetzung
(Tabelle 1). Besonderheiten stellten hierbei das obligat farblose fetale Kalberserum
dar, um die Extinktion der Suspension nicht zu beeinflussen. Weiterhin wurden in den
Sommermonaten Fungizome® verwendet, unter denen es zu keinem Zeitpunkt zur

Kontamination der Kultur kam.

3. Splitten

Nach vorsichtigem Absaugen des Mediums unter Schonung der am Boden
adharenten Zellverbénde folgten die Spilung und die Zellablésung mittels Trypsin.
Der Erfolg wurde mikroskopisch kontrolliert. AnschlieBend wurden 7ml Medium

hinzugegeben und die Suspension entsprechend Schema geteilt.
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4. Zellzahlung
50ul Zellsuspension wurden mit 150ul Tryptanblau gemischt und jeweils 10ul in
beide Felder der Neubauerkammer pipettiert. Die anschlieBende Zellzadhlung erfolgte

nach der Neubauerkammermethode (mind. 8 Quadrate).

Methoden der Zellkultur Bendtigte Hilfsmittel
Zellen Linie G112
Medium Anzucht DNEM 500ml
Zusammensetzung FCS (farblos!) 50ml
PenStrep 5ml
Sodium/Pyruvat 5ml
Splitting PBS
Trypsin 3ml
Medium s.o.
Zellzdhlung Zellsuspension n. Splitten s.o.
Typtanblau 150l

Tabelle 1:

Ubersicht tiber Hilfsmittel und Methoden der Zellkultur

In den folgenden Versuchen wurden nach Zellzahlung der verdliinnten Suspension
jeweils n=5000 Zellen pro Well ausgesat. Jede der 4 Behandlungsgruppen (Blocks)

bestand aus 4 Wells (s. auch Versuchsanordnung, Abb. 7.1).
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2.1.3 Diodenlaser und Lichtleiter

In dieser experimentellen Studie wurde ein Lasersystem der Firma BiolLitec GmbH,
das CeralLas 635 verwendet, ein Diodenlaser mit einer Wellenldnge von 635nm.
Dieses System ermdglicht eine homogene Leistungsentfaltung nach vorheriger
Kalibrierung Uber einen Lichtapplikator. Die Behandlungsparameter werden
programmiert, danach schaltet das Gerat automatisch ab. Als Applikator diente ein
Glasfaser-Lichtwellenleiter mit aufgesetzter Diffusor-Linse, mit der homogenes Licht
in einem Kegel zerstreut wird, was als optimal zu steuernde Lichtquelle angesehen
wurde (Abb. 3.1 und 3.2).

Bei einem Abstand von 93mm von Linse bis zum Well erreicht man bei 1 Watt
Leistung eine Applikation von 25mW/cm?, was einem Lichtfluss entspricht, der auch
von anderen Arbeitsgruppen bereits als sicher zytotoxisch bewiesen wurde

(Hirschberg et al 2006, Madsen, et al. 2001, 2006).

Abbildung 3.1 und 3.2:

Das Lasersystem CeraLas 635 mit eingesetztem Applikator (Glasfaserkabel),
eingerichtet in der Dunkelkammer des neurochirurgischen Labors der
Universitatsklinik Disseldorf.
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2.1.4 Behandlungskammer

Mit freundlicher Unterstiitzung der Firma WELABO Ddusseldorf wurde eine
Behandlungskammer entwickelt und in der eingerichteten Dunkelkammer
untergebracht (Abb. 3.2).

Dabei handelt es sich um eine Vorrichtung zur Belichtung der Zellen in 96-Well-
Platten von unten. Dies geschah unter der Vorstellung, die anzunehmende, enorme
Lichtbrechung an der Oberflache des N&hrmediums zu umgehen, da diese eine hohe
Konkavitat aufweist und einen groBen Anteil des geblindelten Lichts nach auBen
ableiten kénnte. (Abb. 4) Des Weiteren sedimentieren die inkubierten Zellen nach der
Einwirkungszeit durch 5-ALA an den Boden der Platte, wo sie dem Licht von unten
am unmittelbarsten ausgesetzt sind (Abb. 5.1, Abb. 5.2, Abb. 6).

Diese Planung ermdglichte den Schutz der photosensibilisierten Gliomzellen vor

exogenem Licht und dessen Einfluss auf deren Zerfall.

Strahlenga q ein nach unten
Flussigkeitsimeniskus _

S e/

=

Abbildung 4:

Das Licht trifft bei Strahlengang von unten auf eine ebene Flache und wird, im
Gegensatz zur dargestellten Beleuchtung von oben gleichmaBiger weitergeleitet. Der
Effekt durch Reflexionen von der Kunststoff-Oberflache ist aufgrund der
Gleichartigkeit der Versuche zu vernachlassigen.
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Abbildung 5.1 und 5.2:

Durch eine abgeschlossene Kammer mit exakter Lichtfihrung einer Glasfaserdiode
zur Unterseite der Wells der Behandlungsgruppe und eine in 2 Freiheitsgrade
justierbare Fixationseinheit kbnnen 1 bis 4 Wells zugleich behandelt werden.

__ - | Formatiert: Schriftart: (Standard)
Arial, 9 Pt., Schriftartfarbe: Rot

Abbildung 6:

Die Entwicklung erfolgte nach eigenen Planen. Zusétzlich zur Haube wird die Platte
durch einen Plexiglasverschluss abgeschlossen, in dem sich eine weitere
Schraubdffnung befindet, um bei Bedarf eine Gasquelle oder einen Luftabzug
anzuschlieBen. Die Lichtquelle wird durch einen Zylinder mit Skala an der Unterseite
eingeflhrt.
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2.2 Versuchsanordnung

2.2.1 Aufbau der Behandlungsplatte

Nach Anzichtung der Zellen und Zellzahlung (2.1.2 Zellkultur) wurden die Zellen auf
einer 96-Well-Mikrotiterplatte in Nahrmedium entsprechend eines standardisiert
wiederholbaren Versuches angeordnet. Dabei wurden pro Well 5000 Zellen ausgesét
(Abb. 7.1). Die entsprechenden Gruppen wurden mit geléstem 5-ALA aufgefillt. Die
Wells ohne 5-ALA (Block I, ,Hell-Standard“) wurden mit N&hrlésung auf gleiches

Volumen gebracht.

(b o blamiisiiiep dens )
OO0000000

O00/0®00@
OO WG HOO

Abbildung 7.1:

Anordnung der Behandlungsgruppen auf einer 96-Well-Platte. Die randstandigen
Wells wurden nach entsprechender Programmierung des ELISA-Readers mit
Nahrmedium geflllt. Des Weiteren bestand beim Beflillen der Wells dadurch eine
Eigenkontrolle auf Vollstdndigkeit und mdégliche Verunreinigung des verwendeten
Mediums.
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2.2.2 Ablauf der Versuche

Nach laut Versuchsreihe unterschiedlichen Inkubationszeiten im dunklen Brutschrank
bei 37°C und 5% pCO, wurden die Zellen mdglichst schnell und unter méglichst
wenig Lichteinwirkung gewaschen. Die Zellen sind bis zu diesem Zeitpunkt auf den
Boden der Wells sedimentiert und waren dort adhdrent. Somit wurden beim
Waschvorgang keine Zellen mit ausgewaschen. AnschlieBend wurde die Platte vor
Licht geschltzt in die Dunkelkammer verbracht und in die Behandlungskammer
eingesetzt.

Zuvor wurde bereits das Lasersystem kalibriert und auf die geplanten
Versuchsparameter eingestellt. Daraufhin wurde in 4 Bestrahlungsabschnitten jede

Behandlungsgruppe mit den festgelegten Parametern behandelt.

223 MTT - Assay

Nach der Behandlung wurden die Zellen unter Lichtschutz zuriick in den Brutschrank
verbracht, daraufhin mittels MTT-Assay angefarbt und nach standardisierter Zeit mit
einem Stabilisator versehen, der den Extinktionsstatus der Zellen konservieren sollte.
Der MTT Assay ist eine Lésung zur Anféarbung und Messung der Zellproliferation und
damit der Vitalitat von Zellen.

Dieses Werkzeug misst die Aktivitdt der mitchondrialen Dehydrogenasen. Der
Tetrazoliumring des MTT wird durch Dehydrogenasen aufgebrochen. So entsteht aus
dem schwach neongelb gefarbten MTT dunkelblau-violettes Formazan (Abb. 7.1).
Die Extinktion der lebenden Zellen wurde mittels ELISA-Reader colorimetrisch

bestimmt und ausgewertet.
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Abbildung 7.1:

Reduktion von MTT-Bromid durch die mitochondriale Reduktase zu Formazansalz.
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2.3 Statistische Methoden

Zur Berechnung der statistischen Werte wurde das Programm SPSS fiir Windows,
sowie die Tabellenkalkulation Excel/Office fir Windows benutzt.

Die statistischen Daten wurden mittels Regressionsanalysen und dem Oneway-
ANOVA-Test ermittelt.

Far die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde ein Wert von p<0,05 festgesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung und Elimination experimenteller Storfaktoren

Als erste MaBnahme zur Etablierung eines zuvor noch nicht detailliert beschriebenen
Versuchsablaufs erschien es uns wichtig, die Zellextinktion fir G112 im MTT-Assay
zu bestimmen und damit eine lineare Korrelation zwischen Zellzahl und Extinktion

nachzuweisen (Abb. 8.1).

Linearitat der Zellextinktion

6

5
c 4
2 3,559
£ 3
x
w 2 *4-973

1 A4,ﬂ°7/r

753 713
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0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Zellzahl
Abbildung 8.1:

Nachweis eines linearen Zusammenhangs zwischen vitaler Zellzahl pro Well und
Extinktion via ELISA-Reader nach MTT-Assay (r=0,998, p=0,000).
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Das Ziel des ersten Versuches war ein prinzipieller Wirkungsnachweis bei selbst
gewdhlten und abgeschatzten Variablen (Abb. 8.2). Dabei wurden folgende
Parameter gewahlt:

5000 Zellen/Well

5-ALA-Konzentration 0, 10, 50, 100 pyg/ml jeweils x4 Wells

625 Sekunden bei 1 Watt (25mW/cm?) Bestrahlung durch den Laser

Versuch 1
1,2
1
y
< 08
e
< 06
b
0,4
0,2
0,022 0,081 0,045 0,04
0 — — —
Standard Block 1 Block 2 Block 3 Block 4
Abbildung 8.2:

Erster Versuch zur Wirksamkeit von Behandlung der Zellen mittels 5-ALA und
Belichtung durch den Laser.

Nach Auswertung der Ergebnisse erschien die Extinktion des Standards (1) als
einziger Wert einen Sinn zu ergeben, die Zellen in den Blécken waren aus den

Werten ablesbar inhomogen tot oder nicht nachweisbar.
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Als madgliche Fehlerquellen identifizierten wir die zu hoch gewdhlte Dosis der
Behandlungsparameter fir Licht und 5-ALA, die Aufbereitung der Zellen, sowie
weitere denkbare, systemische Fehlerursachen innerhalb der Methode.

Daher verzichteten wir bei Versuch 2 auf den Waschvorgang, um einen dabei
auftauchenden systemischen Fehler im Sinne einer akzidentiellen Auswaschung
auszuschlieBen und anderten die Konzentration von 5-ALA auf 0 (Block 1 und 2) und

50 pg/ml (Block 3 und 4) (Abb. 8.3):

Versuch 2

1,4
1,152 1,18

1,2

0,8
0,6
0,4

Extinktion

0,2

Standard Block 1 Block 2 Block 3 Block 4

Abbildung 8.3:

Versuch 2 mit den Parametern: Block 1 und 2: 0 pg/ml, Block 3 und 4: 50 ug/ml
nachfolgend gleichbleibende 625 Sekunden Belichtung.

Das Ergebnis des Versuchs erbrachte keine genligende Ursachenklarung flr die
Fehlerquellen des ersten Versuchs. So nahmen wir an, die Konzentration an 5-ALA
erheblich erhéhen zu missen, wobei gleichzeitig das ermittelte Weglassen des

Waschvorgangs als sinnvoll betrachtet wurde.
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Versuch 3 behandelte die Zellen daher mit erheblich erhéhten und verschiedenen

Parametern zur Probe (Abb. 8.4).

Versuch 3
1,6 1,486
1,4 -
1101 1,198
1.2 1 1,03 i
s 1
2
< 08 -
Qi 0,6 -
04
0,2
0
Standard Block 1 Block 2 Block 3 Block 4
0/0 0/1000 100/1000 150/1000 200/1000
Konzentration: 5-ALA(ug/ml) / Bestrahlung(Sekunden)
Abbildung 8.4:

Versuch 3 mit verschiedenen Parametern (s. Abb.) der Behandlungsblécke zur
Orientierung und Identifizierung von Stdrfaktoren.

Aufgrund dieses Ergebnisses, bei dem bei héheren Konzentrationen der Parameter
scheinbar mehr Zellen vital wurden als vor der Behandlung, entstand die These, dass
womd@glich das entstehende PPIX eine additionale Eigenextinktion zeigen kénnte.

Daraufhin untersuchten wir synthetisches Protoporphyrin IX mittels MTT Assay auf
Eigenextinktion (Abb. 8.5). Es wurde eine sehr hohe PPIX-Dosis (max. 1g pro ml
Aqua injectable) mit ansteigender logarhythmischer Verdinnung auf jeweils 6 Wells
in weiteren 5 Reihen angesetzt und in insgesamt 6 Gruppen gegenliber destilliertem

Wasser verglichen.



33
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Abbildung 8.5:

Darstellung der Extinktion von synthetischem PPIX zum Ausschluss der
Versuchsbeeinflussung mit log. Verdiinnung.

Selbst bei eskalierender Dosierung von PPIX (Spalte 2, Gruppe 1) von 1g/ml zeigte
sich keine nennenswerte Extinktion (Maximum PPIX = 0,054 gegeniber Aqua dest. =
0). Zudem ware unter unseren Versuchsbedingungen eine derartige Dosierung nicht
madglich gewesen.

Diese Erkenntnis schloss die zuvor angefiihrte These zur Eigenextinktion von PPIX
praktisch aus. Gleichzeitig musste jedoch ermittelt werden, ob unverbrauchtes 5-ALA
in der Suspension eine Eigenextinktion mittels MTT zeigen kénnte.

Diese Vermutung wurde bestétigt. 5-ALA zeigte in sterilem H20 keine Extinktion,
genauso wie PPIX. In farblosem Nahrmedium mit FCS (fetalem Kéalberserum) jedoch

extingierte 5-ALA (Abb. 8.6).
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5-ALA Eigenextinktion
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Abbildung 8.6:

Nachweis der Eigenextinktion von 5-ALA bei Verbindung mit FCS, sowie Anstieg der
messbaren Extinktionswerte in Dosisabhangigkeit

Schlussfolgernd musste der zuvor eliminierte Waschvorgang der Zellen nach 5-ALA-
Inkubation doch wieder mit in den Versuchsablauf aufgenommen werden, um das
extrazellular verbliebene 5-ALA aus der colorimetrischen Messung auszuschlieBen.
Es blieb lange nicht plausibel, warum nach Eliminierung des 5-ALA die Zellen
unabhéngig dessen Konzentration und auch in der Hell-Kontrolle (nur
Laserbehandlung) gleichartig starben.

Als ursachlich dafiir stellte sich die beschriebene Inkubation der Zellen auf Eis dar.
Zweck dieses Vorgehens ist es, eine Sedimentation der Zellen, sowie eine
Gleichschaltung des Stoffwechsels bis zur Brutschrank-Inkubation méglichst schnell

zu erreichen. Dies schien den empfindlichen Zellen jedoch vielmehr einen
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irreversiblen Schock bereitet zu haben, woraufhin diese in nicht unerheblicher Zahl
schon ohne 5-ALA- oder Laserbehandlung zugrunde gingen.

So eliminierten wir die Lagerung auf Eis aus dem Versuchsaufbau und erhdhten
dafiir die Bestrahlungsdauer und 5-ALA-Konzentration bei weiteren Versuchen, die
weiterhin wenig verwertbare Ergebnisse brachten.

Ansatz fiir neue Uberlegungen zur Lésung dieses systemischen Problems bot hier
die Diskussion, ob das fiir die Zellkultur verwendete FCS selbst nach Entfarbung
noch in irgendeiner bisher unbekannten Form colorimetrisch erfasst wurde.

Diese These wurde im Versuch bestatigt, was die Bewertung aller Parameter
unseres Versuchsaufbaus erneut auf den Status eines Neuanfangs brachte. Daher
wurde zunachst nach der Waschung kein FCS mehr in der 5-ALA-Verdiinnung
verwendet. Zum Aussden der Zellen auf der Platte musste es jedoch im
Versuchsaufbau verbleiben, da ansonsten die Zellen noch vor der Behandlung
verhungerten.

Um besser zu reproduzierende Ergebnisse zu bekommen, behandelten wir fortan
auBerdem alle 4 Behandlungsgruppen gleich (Block 1 = ,Hell-Standard“ = nur
Bestrahlung) und machten auf einer einzelnen 96-Well-Mikrotiterplatte keine

gleichzeitigen Vergleichsversuche mehr (Abb. 8.7).
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Abbildung 8.7:

Ergebnis bei Parametern:
5-ALA 100ug/ml (Block 2,3,4), Bestrahlung 625 Sekunden (alle Blécke)

Ab diesem Zeitpunkt erkannten wir einen Erfolg der Behandlung, jedoch ebenfalls die
Tendenz, dass Block 2 im Vergleich zu Block 3 einen scheinbar gréBeren Erfolg,
belegt durch eine niedrigere Extinktion, aufwies. Block 4 zeigte bei diesen Versuchen
durchweg die hdchste Extinktion der Behandlungsbldcke.

Wir erhdhten die Inkubationszeit nach Bestrahlung von 1 auf 3 und mehr Stunden
und erkannten, dass die Blécke sich jeweils starker anglichen und dann gleichartig
weiter abfielen.

Um einen Beweis anzutreten, dass der Unterschied zwischen den Blécken aus dem
Behandlungsschema Block 1 — 2 — 3 — 4 zustande gekommen sein musste,
kehrten wir bei den folgenden Versuchen die Richtung der Laserbehandlung um. Die

Tendenz der weiteren Versuche bestatigte unseren Verdacht.
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Daher wurde eine maximale Inkubationszeit von mindestens 2 und hdchstens 3
Stunden Inkubation nach Bestrahlung in den Versuchsaufbau integriert. Alles
darunter erschwerte die Bewertung, da die Zelle offenbar noch Zeit brauchte, um die
apoptotischen Wege einzuleiten oder vollstandig nekrotisch zu werden. Alles dartber
machte eine Bewertung ebenfalls schwierig, da nach Angleichung des
Extinktionsergebnisses der Blocke ein Verhungern der Zellen als urséchlich fir das
weitere Abfallen diskutiert werden musste.

Nach weiteren Variationen der Parameter, bei denen immer vorhersagbarere
Ergebnisse zustande kamen, wiederholten wir einen Versuch insgesamt 4 Mal bei
gleichen Bedingungen, so dass wir das Ergebnis (Abb. 8.8) als signifikant

reproduzierbar bewerteten.

Versuch 30, 4. Wiederholung zur LD50-Bestimmung

1,2
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Extinktion
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0,2

Standard Block 1 Block 2 Block 3 Block 4

Abbildung 8.8:

Vierte Wiederholung mit gleichen Parametern zur LD50. Standardabweichung betrug
0,03. Die Differenz der Mittelwerte ist mit p < 0.05 signifikant.
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Nach 2 Stunden Inkubation lebten noch 50% der Zellen. Beim Versuch zuvor lieB
sich dieses Ergebnis auch bei viel héheren Variablen nicht erreichen.

Als Fehlerquelle wurde ein zuvor unbemerkter Schattenwurf innerhalb der
Bestrahlungskammer identifiziert, der zu einer inhomogenen Belichtung der Wells
gefiihrt hatte, was jedoch bei Betrachtung der Extinktionswerte der einzelnen Wells

innerhalb eines Blockes erkannt werden konnte (Tabelle 2). Nachfolgend wurden die

EinflussgréBen auf das Setting dieses Versuchsaufbaus weiter untersucht.

Fortschritt der Identifizierung der Storfaktoren Erforderliche
Versuche MaBnahmen
Versuch 1-3 Verzerrung der Ergebnisse durch Waschvorgang nach Inku-
Eigenextinktion von 5-ALA in bation zur Eliminierung
Verbindung mit FCS von 5-ALA und FCS
Versuch 1-5 Inhomoges Sterben der Zellen auch Eliminierung der Eis-

bei niedriger Parameter-Dosis
aufgrund Inkubation auf Eis

Inkubation

Versuch 6-12

Anndherung an sinnvolle Kautele,
jedoch ungleichmaBige Wirkung in
den Blécken

Sicherung des gleich-
formigen Lichtwegs,
Umkehrung der
Behandlungsrichtung

Versuch 12-30

Weitere Anndherung an optimale
Dosis bei unklaren Werten fiir Inku-
bationsdauer, Ablesezeitpunkt, etc.

alleinige Variierung der
Kautele 5-ALA und
Belichtungsdosis

Versuch 26-30

Insgesamt sinnvolle Werte, jedoch
Diskrepanz innerhalb der Wells durch
Schattenbildungen in der
Behandlungskammer

Korrekturarbeiten zum
Lichtweg und zur
Glasfaser-Fixierung in der
Behandlungskammer

Tabelle 2:

Zusammenfassende Ubersicht (iber die Fortschritte bei der experimentellen Suche
der geeigneten Methoden zur Bestimmung der LD50
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3.2 Physikalische EinflussgroBen auf die Wirksamkeit

Nach Eliminierung, Variierung und Schaffung neuer Versuchsparameter gelang es,
einen endgultigen Versuchsaufbau zu finden, an dem sich klnftige &hnliche
Versuche orientieren kénnen. Besonders die ldentifizierung systemischer Fehler
stellte eine groBe Herausforderung dar. Letztendlich war es jedoch mdglich, fir die
weiterflhrenden Versuche eine Methode zu finden, die eine Bewertung hinsichtlich

eines zusatzlichen Nutzens Uber die LD50 hinaus im direkten Vergleich erlaubte.

3.2.1 Lichtmenge und 5-ALA-Dosis zur letalen Dosis 50

Nach 4 Wiederholungen des Versuches zur LD50 (Abb. 8.8, Abb. 8.9) und Mittelung
der Behandlungsblécke 2, 3 und 4 legten wir die Parameter fir das Erreichen der
LD50 bei den folgenden Werten fest:

25ug 5-ALA /ml Medium

450 Sekunden Bestrahlung durch den Laser
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4 Versuche zur LD50
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Abbildung 8.9:

Zusammenfassung der Versuche =zur LD50 mit mittlerem Ergebnis der
Behandlungsblécke.

3.2.2 Sauerstoffiiberangebot vor Belichtung

Unter der Vorstellung, dass die Gegenwart von Sauerstoff bei der Radikalbildung
eine logische Rolle spielt, stellten wir uns die Frage, ob eine zusatzliche Substitution
mit resultierendem Uberangebot von O, vor der Bestrahlung eine additive Wirkung
bei der Elimination der Tumorzellen haben kdnnte.

Daher brachten wir bereits im Voraus in der Behandlungskammer einen Einlass fur
eine Sauerstoffleitung an, so dass die Zellen im Medium unter Schutz vor Licht dem
Sauerstoff ausgesetzt werden konnten. Die Zufuhr wurde vor Bestrahlung
abgeschaltet. Wir verwendeten als Referenz die reproduzierten Parameter der LD50-

Dosierung.
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Das Ergebnis zeigte im direkten Vergleich eine signifikante Erniedrigung der
Uberlebensrate der Zellen, bei einer Sauerstoffzufuhr von 2 Litern pro Minute und 15

Minuten Einwirkzeit, was 100% Oz tber 15 Minuten Zeitspanne bedeutete (Abb.9.1).

Versuche zum Einfluss von Sauerstoff
1,2
1 |
5 08 |
< 0,6
3 04 ]
0,2
O |
Standard Block 1 MW Blocke 2-4
® kein 02 1 0,98 0,517666667
@ 15 Min bei 2 L/Min 1 1 0,37
E keinO2 @ 15 Minbei 2 L/Min
Abbildung 9.1:

Darstellung des Einflusses von Sauerstoffangebot vor Beginn der geplanten
Bestrahlung im Vergleich zum Versuch LD50 ohne Sauerstoff

Die Differenz der Behandlungsgruppe O2 ist gegeniiber seiner Standards, sowie die
Behandlungsblécke ,02 zu ,L50 chne O2“ untereinander signifikant.

Aus diesen Ergebnissen schlussfolgerten wir einen Zusammenhang zwischen
Sauerstoffangebot der Zellen und Wirksamkeit der photodynamischen Therapie. Je
héher die Sauerstoffkonzentration intrazellular durch &uBere Einflisse gebracht
werden konnte, umso effektiver schien die PDT zu wirken, offenbar durch die
vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, die zum Untergang der Zelle
fOhrten. Hierzu war im Versuch jedoch eine sehr hohe Konzentration an exogen

angebotenen Sauerstoff notwendig (100%, 15 Minuten Einwirkzeit).
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3.2.3 Fraktionierte Zellbelichtung

Zweiter Ansatz, um das Ergebnis der PDT weiter zu verbessern, war die Anwendung
von fraktionierter Bestrahlung, d.h. die Behandlung mit Licht in mehr als nur einer
einzelnen Fraktion. Dafur verglichen wir die Parameter der LD50-Dosierung mit einer
gleichen Gesamtenergiedosis, aufgeteilt in 3 Fraktionen (Abb. 9.2). Die Bestrahlung
wurde mit Pausen von 10 Minuten Dauer unterbrochen, was auch in einer klinischen

Umsetzung als noch realisierbar und zumutbar erschien.

Vergleichsversuch bei 450 Sekunden
1,2
1
5 08
< 06 -
k=
i 0,4 -
0,2 -
0 1 "
Standard Block 1 MW Blécke 2-4
@ 1x450 1 0,98 0,517666667
W 3x150 1 0,99 0,706666667
@ 1x450 ® 3x150
Abbildung 9.2:

Versuche zur Unterscheidung von Einzelbestrahlung und mehreren Fraktionen von
Lichtenergie bei gleicher Gesamtenergiedosis und Gesamtbelichtungszeit bei 3

Fraktionen.



43

Die Unterbrechung der Bestrahlung, mit dem Ziel des Angebots einer langeren
Stoffwechselzeit fir die PPIX-Synthese, konnte keine Verbesserung des PDT-
Ergebnisses erbringen. Darlber hinaus stieg die Zahl der Gberlebenden Zellen eher

an, je mehr Bestrahlungspausen eingelegt wurden.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es lieB sich ein Zusammenhang zwischen PDT und Absterben der Tumorzellen
darstellen.

Bei der Bestrahlung nahm die Zahl der Uberlebenden Zellen gleichmaBig zur
ansteigenden Beleuchtungsdauer ab (Abb. 10.1).

Es konnte wiederholt eine Dosis-Schwelle fir 5-ALA gezeigt werden. Unter dieser
Schwelle konnten nur geringe Erfolge mit hoher Abweichung gemessen werden.
Oberhalb der Schwelle zeigten sich schnell Erfolge in Form rasch fallender
Uberlebenszahlen der Zellen (Abb. 10.2).

Aus diesem Grund wahlten wir fir die Parameter der LD50-Versuche eine 5-ALA-
Dosis die mdglichst gering sein sollte, jedoch oberhalb der dargestellten Schwelle
lag (25pg/ml) und konzentrierten uns verstérkt auf den leichter zu steuernden
Parameter ,Beleuchtungsdauer. Dieser stellte sich fir eine LD50-Messung
wiederholt erfolgreich bei 450 Sekunden in einer einzelnen Bestrahlungsfraktion ein
(Abb.8.8, 8.9).

Durch den fraktionierten Ansatz der Bestrahlung lieB sich der Behandlungserfolg
nicht verbessern.

Die Substitution von reinem Sauerstoff vor der Bestrahlung verbesserte jedoch das

Ergebnis der Behandlung.
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Extinktionsabhangigkeit von Bestrahlungsdauer
1,2000
1,0000 I 00060
S 0,8000 8283
X 0,6000 | |
£ 0,5177
w 0,4000
0,2000 I 0,1557
0,0000 ‘ ‘
Standard 300 Sekunden 450 Sekunden 625 Sekunden
Mittelwerte Behandlungsblocks

Abbildung 10.1:

Darstellung des Zusammenhanges zwischen Abnahme der Extinktion und
Bestrahlungsdauer bei gleicher 5-ALA-Dosis (25ug/ml).

Extinktionsabhangigkeit von 5-ALA Dosis
1,2000
1,0000 [ +.0000—T-0.0800
] J_ PAYAYA "A%4
- 0,8800
£ 0,8000 \I
.E 0,6000
& 0,4000
0,2000 & k> T
[8+8%—0,1207
0,0000 Schwellendosis
Standard 12,5 18 25 50
Konzentration 5-ALA (ug/ml)

Abbildung 10.2:

Darstellung des Zusammenhangs in mehreren Vergleichsversuchen von
Extinktionsabnahme, somit dem Untergang der Tumorzellen, und 5-ALA-Dosis bei
gleicher Bestrahlungsdauer, hier jeweils 625 s.
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4 Diskussion

4.1 In vitro vs. in vivo

Der Anspruch einen Versuchsaufbau zu etablieren war in dieser experimentellen
Versuchsreihe immer von der Vorgabe beeinflusst, méglichst nahe an der klinischer
Anwendung zu arbeiten.

Aus diesem Grund konnten eskalierende Dosen samtlicher Variablen nicht ohne
Weiteres eingesetzt werden.

Effekte wie der Bestrahlungsverlust durch Gewebetiefe, Diffusion und biologische
Verfugbarkeit des Photosensibilisators und die Auswirkungen naturlicher Membranen
wie die Blut-Hirn-Schranke bei intravendser oder oraler Gabe von 5-ALA konnten
nicht untersucht werden. Daher fehlen in den bisherigen Untersuchungen Daten
darliber, welche effektiven Konzentrationen an 5-ALA in verschiedenen Tumortiefen
bei welchen Serum-5-ALA-Konzentrationen zu erreichen sind.

Eine eindeutig quantitative Korrelation unserer Experimente im Vergleich zum

klinischen Nutzen ist daher nicht ohne weitere Untersuchungen bestimmbar.

Hirschberg et al. verglichen 2002 die Eignung von 5-ALA mit veresterten, lipophilen
Derivaten der Substanz und deren Auswirkung auf die Wirksamkeit der PDT. Sie
stellten fest, dass sich mit Esterderivaten wie Benzyl-ALA oder Hexyl-ALA
aquivalente Wirksamkeiten nachweisen lieBen und der Umgang mit den Substanzen
keinen direkten in-vitro-Vorteil zu erbringen schien. Ihnen fiel dabei auf, dass bei
gleichartiger Wirkung die Konzentration von 5-ALA-Esterderivaten um bis zu 10 bis
20 Mal geringer dosiert werden musste. Eine Erklarung dazu schlussfolgerten die

Autoren in der hdheren Gewebe- bzw. Membranpenetration der Esterderivate
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(Hirschberg et al. 2002). Der klinische Nutzen davon kénnte nach weiteren
Untersuchungen das Erreichen einer ahnlichen Dosis im Tumorgewebe in vivo wie

im Zellmodell in vitro sein. AbschlieBende Untersuchungen dazu fehlen noch.

Auch der nachgewiesene additionale Nutzen eines héheren Sauerstoffangebotes ist
klinisch quantitativ und damit auch qualitativ vermutlich nicht direkt vergleichbar
darstellbar. So kénnte man durch Methoden der operativen Anasthesie die
Sauerstoffsattigung des Patientenblutes mdglicherweise maximieren oder mit
Zugabe von externem Sauerstoff, der direkt in das Operationsfeld auf die
Tumorrander insuffliniert wird, die Gewebekonzentration des Luftgases steigern. Eine
genaue Messung gestaltet sich jedoch besonders unter sterilen OP-Verhaltnissen im
Vergleich zum in-vitro-Experiment vermutlich als sehr schwer realisierbar, sollte aber

verfolgt werden.

Die Vorgabe, die Behandlung auf eine mdglichst geringe Zeitspanne auszudehnen,
wéahrend eine gleichzeitig mdglichst geringe Konzentration des 5-ALA angestrebt
wurde, konnte erreicht werden. Es ist offensichtlich, dass dem Patienten intraoperativ
keine Bestrahlungszeiten von 60 Minuten, 2 Stunden oder gar noch langer zumutbar
gemacht werden kdnnen, um das Behandlungsergebnis zu verbessern, ohne das

Operations- und Narkoserisiko in mindestens gleichem MaBe zu erhéhen.
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411 Spezifizierungen der Methode

Die Prinzipien der PDT beim Glioblastoma multiforme des Menschen sind bisher
unzureichend untersucht. Es existieren nur wenige Publikationen von Autoren, die
sich zumeist in ihrer Methodik, Zelllinien-Auswahl und Zielsetzung grundlegend

unterscheiden.

Unser Versuchsaufbau und die Einrichtung der Bestrahlungskammer sollten
maoglichst viele Fehlerquellen bei der Laserbehandlung lebender Zellen vermeiden.
So erschien es sinnvoll, eine Bestrahlungsform von unten zu entwickeln, um den
Weg des Lichts so wenig wie mdglich zu streuen. Unsere Behandlungskammer
stellte dafirr eine innovative Mdglichkeit dar, die sogar das Einbringen von Sauerstoff
ermoglichte.

Hierfur war es notwendig, die Zellen mit einer Plexiglashaube abzuschirmen, die tber
die Fixationseinheit gesetzt wurde, um die eine mdglichst gleich bleibende Lieferung
und Konzentration von 100% O, zu gewahrleisten (Abb. 5.2).

Um die Voraussetzungen der Versuche nicht zu verfélschen, benutzten wir diese

Haube auch bei Versuchen ohne Sauerstoffeinfluss.

Nach erfolgreich durchgefihrten Versuchen bemerkten wir innerhalb der
Plexiglashaube eine wechselnd starke Ansammlung von Kondensationswasser, was
darauf schlieBen lieB, dass die Bestrahlung mit Laserlicht den nicht Gberraschenden
Effekt der Warmebildung hatte. Es ist zu klaren, welche Beeinflussung des Ergebnis
durch Wéarmeentwicklung innerhalb der Zellsuspension zustande kommt.

Durch gleiche Volumina innerhalb der Behandlungs-Wells und gleichen

Bestrahlungszeiten innerhalb der verschiedenen experimentellen Reihen konnten
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wir davon ausgehen, dass dieser Effekt sich gleichartig und Ubertragbar verhalten
wirde. Die Frage nach der Existenz eines Temperatureffekts ist interessant und
sollte in weiteren Studien aufgegriffen werden.

Hirschberg et al. untersuchten hierzu bereits 2004 den Effekt von
Temperaturschwankungen und setzen ihn in Beziehung zum Effekt der Therapie der
PDT. Sie stellten fest, dass eine Temperaturerhbhung weit lber Zimmertemperatur
hinaus (bis teilweise 49 C°) keinen alleinigen Effekt auf das Wachstum oder den
Untergang der von lIhnen verwendeten Spharoidmodelle hatte. Jedoch bestand ein
nachweisbarer Synergismus der Parameter hohe Temperatur und alleiniger Effekt
der PDT, so dass man davon ausgehen konnte, dass eine hohe Temperatur
innerhalb der Wells nicht allein schadigend wirkte, die Auswirkungen der PDT jedoch
verstarkte. Ein Zelluntergangsmodell, das vom Apoptoseweg der niedriger

temperierten PDT abwich, konnte nicht gefunden werden (Hirschberg et al. 2004).

Wir konnten darstellen, dass sich ein lokales Uberangebot von Sauerstoff positiv auf
die Wirksamkeit der Behandlung auswirkt. Der Nachweis der Wirkungssteigerung der
speziellen PDT an humanen Zellen ist ein weiterer Entwicklungsschritt und nicht
vorbeschrieben. Das Verfahren der fraktionierten Bestrahlung, wie sie zum Beispiel
bei topischen Anwendungen in der Dermatologie Anwendung findet und deshalb den
Verdacht auf ein besseres Ergebnis auch hier nahe legte, stellte sich als weniger
effektiv heraus, als eine vergleichbare Einzelbehandlung. Wir konnten ebenfalls
aufzeigen, dass die Aufteilung in 2 oder gar 3 Fraktionen ein schlechteres Ergebnis

zeigte, bei gleicher Gesamtdosis der Belichtung.

Madsen et al. veroffentlichten 2001 eine Studie Uber die Entwicklung eines Ballon-

Systems, mit dem man einen homogenen und niedrig dosierten Lichtfluss, klinisch
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vor allem als intrakavitires Element zur vollen Ausleuchtung des
Behandlungsgebietes, erreichen konnte. Diese Studie verglich die Wirksamkeit von
hoher Lichtfluss-Dosis mit der Gesamtwirksamkeit eines langen, multifraktionierten
Versuchsaufbaus mit niedriger Lichtfluss-Dosis bei Sphéaroiden. Sie stellten fest, dass
eine fraktionierte Behandlung mit niedrigen Energiedosen die effektivsten Ergebnisse
fir nachweisbare zytotoxische Effekte lieferte.

Dieses Ergebnis widerspricht unserer experimentellen Studie am Monolayer-
Zellmodell. Davon abgesehen, dass die klinisch-therapeutische Umsetzbarkeit einer
Langzeitbelichtung durch viele Fraktionen in Frage gestellt werden muss, sind die
Ursachen dieser Diskrepanz womdéglich in unterschiedlichen Zelllinien zu suchen,
sowie im Unterschied der Reaktionen des einfaches Zellmodell gegenlber des 3-
dimensionalen Spharoidmodells. AuBerdem war eine Zielsetzung dieser
Arbeitsgruppe auch die Darstellung der Wachstumsinhibierung (Madsen et al. 2001),

wohingegen wir allein die zum Zelltod flhrende Toxizitat untersuchten.

Die verwendete Zellkultur versetzte uns erstmalig in die Lage, Versuchsreihen mit
humanen Zellen durchzuflinren, anstatt auf entartete Zellen des Rattenhirns oder
darin implantierte Tumorzellen ausweichen zu missen.

Die Zelllinie G112 stellte eine leicht zu erhaltende und bei adaquater Sorgfalt recht
widerstandsféahige Zellpopulation dar. Diese zeigte sich von einem Faktor jedoch am
empfindlichsten beeinflussbar: Dem Angebot an Stoffwechselsubstanz in Form von
fetalen Kélberserums. So mussten wir sicherstellen, dass das Zeitfenster, in dem die
Zellen sich ohne FCS befanden, nicht zu groB wurde. Dann namlich starben die
Zellen sehr schnell ab, ohne jemals behandelt worden zu sein. Dies stellte den
limitierenden Faktor innerhalb der Zeitspanne von Inkubation mit 5-ALA und

Inkubation nach Bestrahlung dar. Daher empfiehlt es sich flr spatere Studien, den
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Zellen nicht langer als 2 Stunden Zeit zum Absterben zu geben, nachdem sie mit
dem Laser behandelt worden sind. Alle nachfolgenden Effekte kdnnen nicht mehr
sicher vom Hungertod der Zellen abgrenzbar gemacht werden.

Wir entschieden uns fir die G112 Zelllinie, da sie auch leicht als Sphéroid
anzichtbar ist und entsprechende Studien sich bereits auf diese Art von Zellkultur
spezialisierten und somit direkt von unseren Ergebnissen profitieren konnten.

Die Anzucht von Sphéroiden als 3-dimensionale Modelle in vitro oder sogar fir
Implantationen in vitale Gehirne im Tierversuch kénnte die Zukunft der
Untersuchungen zur PDT darstellen. Leistungsfahige Simulationsprogramme nutzen
bereits jetzt die Daten aus Spharoidmodellen zur Abschdtzung von realistisch zu
erwartenden Auswirkungen in vivo (Madsen et al. 2006). Jedoch werden erwartete
klinische Ergebnisse und die Schlussfolgerungen verschiedenster Modelle immer auf
basisnahe Untersuchungen im Zellmodell in vitro zur Verifizierung der

Voraussagungen zuruckgreifen missen.

4.1.2 Eignung des MTT Assays

Der MTT-Assay, der zur Vitalitdtsbestimmung von Zellen eingesetzt wird, wurde
bereits von vielen Arbeitsgruppen als valides Instrument etabliert. Beispiele hierfir
sind die Arbeiten von Mosmann et al. 1983 zu Nachweisen von Uberlebenszahlen
von Zellen mit Hilfe von Assays und Wilson et al. im Jahr 2000. Dabei hat sich die
genaue Zusammensetzung und Dynamik des von vielen Herstellern angebotenen
Assays Uber viele Jahre hinweg immer wieder Veranderungen unterziehen missen,

das Wirkprinzip blieb jedoch gleich.
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Wie in den Methoden bereits angesprochen, erlaubt der colorimetrische Assay eine
Aussage Uber den Vitalitdtsgrad einer Zellpopulation. Verantwortlich hierfir sind die
mitochondrialen Reduktaseenzyme, die nur bei vitalen Zellen nachweislich aktiv sind.
Somit wird bei vitalen Zellen Dimethylthiazol-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) Bromid
zu dem Salz Formazan umgewandelt.

Unsere Versuchsreihen wiesen eine Auswertungsinterferenz zwischen MTT und 5-
ALA nach, die zuvor nicht in der Literatur beschrieben gefunden werden konnte. Dies
zwang uns zu der MaBnahme, 5-ALA und FCS aus den Zellen zu entfernen, bevor
diese behandelt und mittels MTT angefarbt werden konnten (Abb. 8.6).

5-ALA schien offenbar eine Eigenextinktion bei Verwendung des MTT-Assays zu
besitzen, wohingegen diese nicht mehr mit synthetisiertem PPIX nachweisbar
gemacht werden konnte.

De Siervi et al. untersuchten 2002 die zytotoxischen Effekte von 5-ALA durch
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies im Rahmen der akuten intermittierenden
Porphyrie an Leberzellreihen. Auch dabei wurde ein MTT-Assay verwendet.

Die Autoren stellten eine zytoxische Wirkung auf Leberzellen fest, konnten jedoch
das Auswertungsergebnis des MTT bei verschiedenen Konzentrationen nicht restlos
erklaren.

So blieb die hohe Uberlebenszahl der Zellen bei 2-3mM ungeklart. (Abb. 11)
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Abbildung 11:

Studie zur Zytotoxizitédt von 5-ALA an Leberzellreihen, De Siervi et al. 2002

Zum Einen besteht die Mdéglichkeit, dass die Aminolavulinsdure hier nicht vollsténdig
und restlos ausgewaschen worden sein kénnte. Wie wir darstellen konnten, besitzt 5-
ALA eine vom Hersteller nicht aufgefiihrte Eigenextinktion bei Anfarbung mittels
MTT. Zum Anderen konnten wir darstellen, dass eine Dosisschwelle fir die Wirkung
von 5-ALA existiert, Gber welcher erst eine wirksame PPIX-Synthese nachweisbar ist
und ab welcher erst die Uberlebenszahlen der Zellen (zumindest bei Behandlung per
PDT) kontinuierlich sanken. Die stark sinkenden Uberlebenszahlen im oben
genannten Beispiel von 0,5-1,5 mM missten in diesem Falle artifiziell oder als
Auswertungsfehler gewertet werden.

Wir haben mit der Etablierung unserer Methode eine Basis geschaffen, an der sich
kiinftig orientiert werden kann. Eine wichtige Kernaussage besteht darin,
weiterflhrende Projekte nicht mehr mittels MTT durchzufiihren, um eine Fehlerquelle
schon von Anfang zu vermeiden. Andererseits haben wir gezeigt, dass der MTT-
Assay sich grundséatzlich fur die entsprechenden Fragestellungen eignet, sobald man

den Fehler in Verbindung mit 5-ALA kennt. Des Weiteren haben wir mit der Dosis-
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Schwelle des 5-ALA eine wichtige Information schaffen kénnen, die Forschung im
Sinne der PDT mittels 5-ALA und Diodenlaser unterhalb dieser Schwelle in Zukunft

obsolet machen kénnte.
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4.2 Integration in ein Gesamtmodell: Therapie des Glioblastoms
mittels Photodynamsicher Therapie

Aus unseren Ergebnissen stellen wir schlussfolgernd fest, dass die PDT nach der
Methode, die wir mit unserer Versuchreihe etablieren wollten, eine interessante

Option zur adjuvanten Therapie des Glioblastoms beim Menschen darstellt.

Die PDT nach unserer Methodik birgt keine Stérung anderer adjuvanter Therapien,
wie Strahlen- und Chemotherapie.

Sie sollte klinisch durchfihrbar sein, mit auch in einer OP-Situation verfigbarem
Material, ohne den Patienten einer Gefahr auszusetzen und nachweislich zum

selektiven Untergang von Tumorzellen fihren.

Weiterfihrende Untersuchungen der Tiefenwirkung von Laserbehandlung und 5-ALA
im Zellverband, wie zum Beispiel bei Spharoiden, sind notwendig, um abschlieBende
Aussagen Uber die zu erwartende Wirkung in der Infiltrationszone nach Resektion

des Tumors treffen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Die photodynamische Therapie beim Menschen ist fir Tumoren des Gehirns wenig
erforscht. Das schwere, infauste Krankheitsbild des Glioblastoms bedarf jedoch
weiterer Therapieoptionen. Bisherige Therapien, radikale Operation und adjuvante
Radiochemotherapie dienen lediglich der Verlangerung des rezidivfreien Intervalls
und sind damit nicht kurativ.

Aus diesem Grund stellt die PDT eine viel versprechende und weiter zu erforschende

Zusatztherapie dar.

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit beweisen, dass die PDT an humanen
Gliomzellen wirksam ist.

Dabei konnte eine Dosis-Wirkungs-Kurve fiir die hauptsachlichen beiden Kautelen 5-
ALA-Konzentration und Bestrahlungsdauer durch den Laser bei fester Lichtdosis
dargestellt werden, wahrend ausschlieBliche Behandlung mit 5-ALA, sowie
ausschlieBliche Behandlung durch Laserlicht keinen nachweisbaren Effekt auf die

Zellen auslbten.

Des Weiteren wurde eine Methode entwickelt, die gleichartige Aussagen bei gleichen
Versuchsbedingungen ermdglichte und zu deren Entwicklung viele Stérfaktoren
eliminiert werden mussten, die bei der Etablierung der Methode anfanglich und
aufgrund des eingeschrankten Vorwissens bestanden. So konnte eine zuvor nicht
beschriebene Eigenextinktion von 5-ALA bei Anfarbung mittels MTT-Assay
aufgezeigt werden und eine Lésung dieses Problems erarbeitet werden. Es gelang
nach Eliminierung weiterer Stérfaktoren, aus mehreren Versuchsreihen eine LD 50

zu bestimmen.
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Darauf aufbauend wurde eine signifikante Wirkungsverstarkung der PDT durch ein
Uberangebot von Sauerstoff bewiesen, wohingegen eine Abschwichung der

Wirkung bei Anwendung fragmentierter Laserbehandlung demonstriert wurde.

HEINRICH HEINE

UNIVERSITAT DUSSELDORF
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