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Zusammenfassung

Photodynamische Methoden sind neuartige, experimentelle Verfahren in der neuro-
chirurgischen Tumorbehandlung. Basierend auf dem peroral verabreichten Him-
Metaboliten, 5-Aminoldvulinsdure (ALA), kann die tumorselektive Akkumulation
des photochemisch aktiven Protoporphyrin IX (PPIX) intraoperativ ausgenutzt wer-
den. Blaues Exzitationslicht fiihrt dabei zu PPIX-assoziierter Tumorfluoreszenz, mit
der sich Tumorgewebe leichter erkennen und resezieren ldsst (Photodynamische Di-
agnostik, PDD). Mit rotem Laserlicht ist eine PPIX-induzierte Sauerstoffradikalbil-
dung in Tumorzellen moglich (Photodynamische Therapie, PDT). In der Neurochi-
rurgie wurde die PDT bisher nur im Rahmen von Studien bei therapierefraktiren
Glioblastomen eingesetzt. Die Ubertragung auf Meningeome scheiterte immer wie-
der daran, dass sich diese als relativ widerstandsfdhig gegeniiber PDT erwiesen.
Kiirzlich konnte experimentell eine deutliche Verstirkung der PDT-Effektivitét
durch Fluorochinolone und verlingerte ALA-Einwirkzeiten an einer Zervixkarzi-
nom-Zelllinie gezeigt werden.

Das Hauptziel der vorgelegten Arbeit war es, zu untersuchen, ob sich ein gesteigerter
PDT-Effekt auch an der humanen anaplastischen Meningeom-Zelllinie KT21-MG,
unter Einfluss von Ciprofloxacin und verldngerten ALA-Inkubationszeiten hervorru-
fen ldsst. Dafiir wurden in einem In-vitro-PDT-Modell kurze (vier Stunden) gegen
lange (24 Stunden) ALA-Einwirkzeiten verglichen. Ebenfalls wurde der Effekt einer
zusédtzlichen Gabe von Ciprofloxacin untersucht. Zusammenfassend zeigte sich, dass
Ciprofloxacin und verldngerte ALA-Einwirkzeiten, in Abhdngigkeit von der ALA-
Konzentration, den PDT-Effekt signifikant verstarkten.

Diese Ergebnisse lassen sich grundsdtzlich im Rahmen von Phase-I- und Phase-II-
Studien in die Klinik tibertragen. Die Methodik der PDT ist von den Gliomen her
bekannt und Ciprofloxacin ist ein verbreitetes Medikament mit bekanntem und giins-
tigem Nebenwirkungsprofil. Es sind dieselben pharmakologischen Mechanismen, die

eine Ubertragung der Resultate auf PDD-Modelle ebenfalls ermdglichen.
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1 Einleitung

1.1 Photodynamische Ansatze in der Neurochirurgie

1.1.1  Photodynamische Therapie

Das Grundprinzip der Photodynamischen Therapie (PDT) wurde erstmals im Jahre
1900 von O. Raab entdeckt, als er feststellte, dass Acridin Pantoffeltierchen photo-
chemisch schadete [1, 2]. In den folgenden neun Jahrzehnten entdeckte man die be-
sonders starke Photosensibilisierung durch Porphyrine, deren Féhigkeit zur selek-
tiven Tumormarkierung und deren endogen gesteigerte Synthese durch exogene Zu-
fuhr des, in vivo besser vertragenen, Vorlaufers von Protoporphyrin IX (PPIX): 5-
Aminolédvulinsdure (5-ALA, ALA) [2-6]. In den 90er-Jahren kam es vor allem in der
Dermatologie zur klinischen Anwendung der PDT, weitere Disziplinen folgten. Mehr
als zwanzig Jahre nach Pionierarbeiten zur PDT an Hirntumorpatienten im Jahre
1980 etabliert sich das Wirkprinzip der ALA-PDT in der klinischen Neurochirurgie
[2, 7-9].

Aktuell werden in der neurochirurgischen ALA-PDT peroral meist 20mg 5-ALA/kg
Korpergewicht (KG) dem Tumorpatienten drei bis vier Stunden préoperativ verab-
reicht [8, 10]. Jener Him-Precursor wird dabei grundsitzlich von allen kernhaltigen
Zellen aufgenommen, wobei in Malignomen, aufgrund mehrerer diskutierter Mecha-
nismen [11-17], besonders viel PPIX akkumuliert (s. Kapitel 1.2.1). PPIX kann mit
rotem Laserlicht von 635nm Wellenldnge zur Induktion von Sauerstoffradikalen
(ROS) angeregt werden [18]. Direkt vermag die PDT dadurch Apoptose und Nekrose
hervorzurufen; indirekt trdgt sie vermutlich zu Autophagozytose, Immunstimulation
und Verschlechterung der Tumorvaskularisation bei [19-22].

Die Rolle der neurochirurgischen PDT soll sein, nach Tumorresektion eine moglichst
effektive Abtotung von Tumorzellen an den Rindern der Resektionshéhle zu erwir-
ken. Dieses Prinzip ldsst sich gut anhand der Glioblastome veranschaulichen: malig-

ne Gliome rezidivieren in 80% der Fille innerhalb eines Abstandes von zwei Zenti-



metern zur Resektionsgrenze [10, 23]. Das bedeutet, dass in diesen Fillen zum Zeit-

punkt der Resektion Tumorzellen in den Randbereichen nicht entfernt wurden.

11.2 Photodynamische Diagnostik
Die Photodynamische Diagnostik (PDD) in der Neurochirurgie bedient sich ebenfalls

der PPIX-Akkumulation in Tumorzellen. Anders als bei der PDT, wird jedoch hier-
bei das PPIX mittels Blaulicht zur Fluoreszenz angeregt. Unter Zuhilfenahme eines
Operationsmikroskops, mit einer Exzitationswellenldnge von 405nm, demarkiert sich
der Tumor intraoperativ. Dies macht die Neoplasie leichter und oft umfassender der
Fluoreszenz-gesteuerten Resektion (FGR) zuginglich [24].

Die PDD offenbart jedoch auch Schwierigkeiten bei der Identifizierung von Tumor-
gewebe. So fluoresziert nicht jede Tumorentitdt deutlich oder homogen. Histologisch
inhomogene und teilnekrotische Tumore kdnnen mitunter keine gleichmifBige Fluo-
reszenz zeigen [25-28]. Ob Tumorfluoreszenz mit dem Malignitétsgrad korreliert ist
dabei nicht eindeutig [29-32], ein Zusammenhang mit der Stoffwechselaktivitdt wur-
de aber nahegelegt [33, 34]. AuBerdem reichert sich der Fluorophor bisweilen auch
im perifokalen Hirnddem und im gesunden Hirngewebe an [28, 35, 36]. Daher wird
seit einigen Jahren die Etablierung einer Methode zur objektiven Quantifizierung von
Tumorfluoreszenz versucht [37]. In diesem Bestreben entwickelten Kim et al. 2010
eine Methode fiberoptischer Spektrometrie, mit der die optische Signalbeeintrachti-
gung durch Gewebe nivelliert wurde [38]. Das Universitdtsklinikum Diisseldorf
(UKD) mit seinen hohen Zahlen an Hirntumorpatienten liefert die Moglichkeit zur
Etablierung eines solchen PDD-Ansatzes. Jedoch war zunichst die Integration jenes
fiberoptischen Modells in die hiesigen Gegebenheiten als Grundvoraussetzung da-

hingehender wissenschaftlicher Bemiihung anzusehen.

1.1.3 Photodynamik an Meningeomen

Mit einem Anteil von etwa 30% an allen primiren Hirntumoren und einer, meist
subklinischen, Pravalenz im niedrig-einstelligen Prozentbereich sind Meningeome

die hiufigsten Vertreter jener Neoplasien. Dabei sind nur etwa 10% von atypischer



oder gar anaplastischer Differenzierung [39-42]. In diesen Féllen wird die zum Teil
schwer zugédngliche Tumorlokalisation der Meningeome von aggressivem Wachstum
begleitet. Die vollstdndige Exzision ist meist die Therapie der Wahl von symptomati-
schen oder wachsenden Tumoren. Angesichts einer mittleren Rezidivfreiheit bei Me-
ningeomen des WHO °II bzw. °IIl von etwa elf bzw. knapp drei Jahren [43], ist zu
iiberpriifen, ob die PDT nicht einen Beitrag zur nachhaltigen Meningeom-
Entfernung leisten kann. In bisherigen Publikationen wurde ein, im Vergleich zu
Gliomen, schwicheres Ansprechen von Meningeomen auf die PDT konstatiert [44,
45]. Es zeigte sich jedoch, dass auch Meningeome zu Fluoreszenz angeregt werden
konnen [29, 31]. In einer klinischen Serie wurden bei 25% der gutartigen und 75%
der hohergradigen Meningeome bessere Resektionsergebnisse als unter Weilllicht
erzielt [32]. Zusammenschauend stehen der breiten Erforschung und Anwendung der
Photodynamik in der Gliom-Chirurgie jedoch noch immer die relativ spérlichen Er-

fahrungen mit Meningeomen gegeniiber [46, 47].

1.2 Pharmakologie 5-ALA-basierter Photodynamik

1.21 Der Ham-Biosyntheseweg
In der onkologischen Neurochirurgie finden PDD und PDT vor allem auf Grundlage

von 5-ALA Verwendung (s. Kapitel 1.1.1). Die exogene Zufuhr, dieses Vorldufer-
Substrates der Him-Biosynthese, umgeht negative Feedback-Mechanismen und die
Schrittmacherreaktion durch die 5-ALA-Synthase. Dies gewihrleistet eine rasche
zelluldare ALA-Akkumulation, wenngleich eine Séttigungsdynamik vorliegt [16, 48].
Dabei wird vermutlich die Arbeit der néchstlangsameren Porphobilinogen-
Desaminase (PBGD) zur schrittmachenden Reaktion [49, 50].

Von den acht an der Him-Biosynthese beteiligten Enzymen ist die Sonderrolle der
Ferrochelatase (FECH) hervorzuheben. Durch ihre Aktivitdt wird die Umwandlung
von photochemisch aktivem PPIX in das inaktive Endprodukt Hdm vollzogen. Dazu
bendtigt das Enzym freie Eisenionen. Folglich dienen aufgebrauchte Eisenspeicher

und eine relative Aktivitdtssteigerung von PPIX-synthetisierenden Enzymen gegen-



tiber der FECH als Erkldrungsansétze fiir die PPIX-Akkumulation in Tumorzellen
[12, 14, 15].

Porphyrin-Metabolite konnen durch zelluldare Exportproteine der PPIX-Synthese ent-
zogen werden [13, 16, 17, 51].

Abb. 1 schematisiert wichtige Schritte der Him-Biosynthese mit den genannten En-
zymen und der Kompartiment-Verteilung zugehoriger Vorldufermolekiile unter Dar-

stellung exogener ALA-Zufuhr.

Extrazelluldrraum
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Abb. 1: Schema der Him-Synthese in Zellkompartimenten (gekiirzt). Vertikale Pfeile: Wechsel
der Kompartimente durch die Substrate. Horizontale Pfeile: Enzyme der Hdm-Biosynthese. Abkiir-
zungen wie im Flieftext verwendet: ALA (5-Aminoldvulinsdure), PBGD (Porphobilinogen-
Desaminase), PPIX (Protoporphyrin IX), FECH (Ferrochelatase).

1.2.2 Pharmakokinetik von ALA
Es besteht Unklarheit beziiglich des Zeitpunktes der maximalen PPIX-Akkumulation

in Hirntumoren. Einerseits haben Gliome etwa vier Stunden nach peroraler ALA-
Aufnahme hohe Fluoreszenzen gezeigt [24]. Andererseits scheint Tumorfluoreszenz
bis zu 16 Stunden nach ALA-Gabe qualitativ nicht vermindert zu sein [52]. Fiir eini-

ge Tumorzellen wurde eine erhohte PPIX-Bildung nach 24 statt nach vier Stunden



beschrieben [2, 16, 53-56]. In vivo wird exogen zugefiihrtes ALA im Allgemeinen
nach ein bis zwei Tagen hepatisch und renal vollstindig eliminiert. Kenntnis des
Zeitraumes moglichst hoher PPIX-Konzentration im Tumorgewebe ist mallgeblich

fiir den Erfolg von PDD, FGR und PDT.

1.2.3 Eisenchelatoren als PDT-Verstarker
Bereits in den friihen 1990er-Jahren wurden mehrere Nachweise gesteigerter Effekti-

vitdt der ALA-PDT beziehungsweise gesteigerter PPIX-Synthese durch Eisen-
Chelatoren wie EDTA und Desferrioxamin erbracht [53, 57, 58].

Kiirzlich demonstrierten Ohgari et al. dass auch Chinolone - wie z.B. Ciprofloxacin -
ebenfalls die Effektivitit der PDT mittels Eisen-Komplexierung erhdhen. Der zellu-
lare Eisenmangel verlangsamte den FECH-katalysierten Reaktionsschritt von PPIX
zu Ham und resultierte somit in einer vermehrten Akkumulation von PPIX (s. Kapi-
tel 1.2.1) [59]. Ciprofloxacin zeigte dabei im Vergleich zu anderen Chinolonen die
hochste Effektivitit, iiberdies erscheint es aufgrund seiner breiten klinischen Anwen-
dung und des recht giinstigen Nebenwirkungsprofils als ein sehr geeignetes Flu-

orochinolon zur Erforschung der PDT-Verstiarkung [60].

1.3 Kolorimetrie zum Nachweis des PDT-Effektes

Die Quantifizierung der PDT-Effektivitit an Tumorzellen in vitro, hingt entschei-
dend von der Giite angewandter Nachweisverfahren ab. Der WST-1-4ssay ist in den
Biowissenschaften, aufgrund seiner geringen Kosten und einfachen Durchfiihrung,
ein weit verbreiteter Enzym-basierter Test zur Messung von Zellvitalitiat. Dabei ge-
wihrleisten vitale Zellen einen Farbumsatz, dessen Extinktion kolorimetrisch ausge-
wertet wird. Léadierte Zellorganellen kdnnen diesen Umsatz nicht, oder nur vermin-
dert, leisten [20, 61]. Jenem im Neurochirurgischen Labor des UKD etablierten As-
say steht konzeptionell der Test zum Nachweis von Laktat-Dehydrogenase (LDH)
gegeniiber. Zwar erfolgt bei ihm die Auswertung ebenfalls kolorimetrisch, allerdings

dient er dem Nachweis toter, insbesondere nekrotischer, membrandurchlissiger Zel-



len. Die Membrandurchldssigkeit bemisst sich am Austritt der, in Hirntumoren stér-
ker vorhandenen, LDH [62]. Da beim PDT-induzierten Zelltod Apoptose und Nekro-
se vorkommen, kann bei einer pridominanten Zelltodform, sich ein Assay als sensiti-
ver als der andere erweisen [63-65]. Im Vergleich beider Verfahren war dabei zu

priifen, ob fiir beide Tests zeitlich analoge Versuchsaufbauten zuléssig sein konnten.

1.4 Ziele der Arbeit

Der Wissensstand um die PDT-Effektivitit an Meningeomen sollte durch Experi-
mente an einer immortalisierten anaplastischen Meningeom-Zelllinie bereichert wer-

den.

Auf der Grundlage der Erkenntnisse iiber die PDT-Optimierung durch Chinolone an
nicht-zerebralen Tumorzelllinien [59], sollten dhnliche Effekte bei malignen Menin-

geomzellen untersucht werden.

Das Ausmal} einer Verdnderung der PDT-Effektivitit bei unterschiedlichen ALA-

Einwirkzeiten war ebenfalls Gegenstand dieser Dissertation.

Die konzeptionell unterschiedlichen kolorimetrischen WST-1- und LDH-Assays soll-
ten sich in der Aussage iiber Qualitdt und Quantitit der PDT-induzierten Zytotoxizi-
tat, an der verwendeten anaplastischen Meningeom-Zelllinie KT-21MG, ergénzen.
Es war zu priifen, ob fiir beide Tests zeitlich analoge Versuchsaufbauten zuldssig

sein konnten.

Zusitzlich zu den Untersuchungen zur PDT, galt es eine fiberoptisch-
spektrometrische Methode zur Fluoreszenzquantifizierung im Rahmen der PDD in

unserem Labor zu etablieren.



2 Material und Methoden

Alle Experimente wurden im Neurochirurgischen Labor der Universitétsklinik Diis-
seldorf durchgefiihrt. Eine tabellarische Ubersicht der verwendeten Materialien fin-

det sich in Kapitel 6.4.

2.1 Versuchsvorbereitung

2.1.1 Zellkultur

Fiir die Experimente wurde KT21-MG, eine immortalisierte humane anaplastische
Meningeom-Zelllinie (freundliche Gabe von Prof. Dr. Riemenschneider, Universitit
Regensburg), verwendet [66]. In T75-Zellkulturflaschen (Greiner bio-one, Fricken-
hausen, D) wurde sie aufbewahrt und gepflegt. Versuchszellen wurden, bis zum
Zeitpunkt der PDT, ausschlieflich in keimarmer Umgebung versorgt (Sterilwerkbank
Laminair® HA 2448, Heraeus, Hanau, D) und in 96-Wel/-Mikrotiterplatten (im Fol-
genden auch Zellkulturplatten genannt) (Cellstar® F-Bottom, Greiner bio-one, Fri-

ckenhausen, D) untersucht.

2.1.2 Medium
Die Zellkultivierung erfolgte mit Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) in

500ml-Flaschen (gibco® DMEM, Life Technologies, Grand Island, NY/USA) mit
den Hersteller-Zusédtzen D-Glucose (4,5g/L) und L-Glutamin. Im hiesigen Labor
wurden zu den oben genannten DMEM-Flaschen manuell als Zusédtze S0ml Fetales
Kiélberserum (FCS) (Fetal Bovine Serum Gold, PAA Laboratories, Pasching, AT),
5ml Penicillin-Streptomycin (Life Technologies, Grand Island, NY/USA) und 5ml
Natrium-Pyruvat (Sodium Pyruvate, Biochrom, Berlin, D) hinzugegeben — im weite-
ren Text als ,,DMEM mit Zusitzen* bezeichnet. Zur Kultivierung wurde DMEM mit
Phenolrot bevorzugt, da es liber Gelbfiarbung eine Sduerung des Zellmediums und
damit die Notwendigkeit eines Mediumwechsels anzeigte.

Zur Versuchsdurchfithrung wurde, um eine kolorimetrische Eigenextinktion des Me-

diums zu vermeiden, DMEM ohne Phenolrot verwendet, welches zusitzlich iiber



25mM des Puffers HEPES (Hydroxyethyl-Piperazinyl-Ethanolsulfonsdure) verfiigte
[67]. Das Auswaschen von Phenolrot-Resten erfolgte bereits beim Ansetzen eines
Versuches (s. Kapitel 2.1.4: Zell-Verteilung in 96-Well-Platten: ,,Aussden). Serum
verfligt aufgrund seines farbgebenden Proteinanteils ebenfalls {iber eine Eigenextink-
tion und zieht intrazellulére Porphyrine zu sich in den Extrazelluldrraum [57]. Daher
wurde ab dem Zeitpunkt des Mediumwechsels vor Durchfiihrung der PDT (,,Wa-
schen®, s. Kapitel 2.2.1) in DMEM mit nur 1% statt 10% FCS kultiviert. In den Ver-
suchen zur Untersuchung des Ciprofloxacin-Effektes betrug jener Zeitraum bis zur
Versuchsauswertung nur etwa 150 Minuten, so dass dort Medium ohne Zusatz von
FCS verwendet werden konnte. Da (Natrium-)Pyruvat den Reaktionsweg des LDH-
Tests inhibiert, war es — wie auch Penicillin-Streptomycin — ebenfalls nicht Bestand-

teil des Versuchsmediums.

2.1.3 Zellpassagierung

Bei der Zellpassagierung, auch Splitten bzw. Teilen genannt, handelte es sich um
den etwa zehnminiitigen Arbeitsprozess zur Verringerung der Zelldichte innerhalb
einer Zellkulturflasche. In der Regel war dies mit dem Verwerfen der meisten Zellen
verbunden, bei gleichzeitigem Ansetzen einer neuen Zellkulturflasche. Mit jedem
Teilen stieg definitionsgemil3 die Passagenzahl der kultivierten Zellen. KT21-MG
zeigte sich, mit einer Zellverdoppelung innerhalb eines Tages, ausgesprochen
proliferationsfreudig und musste, bereits drei bis vier Tage nach dem letzten Splitten,
im Sinne einer Verdiinnung von 1:50 in einer T75-Zellkulturflache (s. unten), erneut
passagiert werden [66].
Das Splitten wurde wie folgt durchgefiihrt:
1. Vollstindiges Absaugen des zuletzt verwendeten Mediums der Zellkul-
turflasche mit Pasteurpipetten aus Glas (Brand, Wertheim,D).
2. Versetzen der Zellkulturflasche mit 10ml Phosphate Buffered Saline
(PBS) (gibco® DPBS, Life Technologies, Grand Island, NY/USA) mit-
tels Elektrischem Pipettiergerit (accu-jet® pro, Brand, Wertheim, D)



und entsprechender Pipette (costar® Stripette®, Corning, Corning,
NY/USA). AnschlieBendes manuelles Schwenken.

3. Exposition der am Flaschenboden befindlichen Zellschicht mit 3ml
Trypsin (Trypsin-EDTA, PAA Laboratories, Pasching, AT) fiir drei Mi-
nuten im COz-Inkubator (CB 1501, Binder, Tuttlingen, D). Dieses trenn-
te die Zellen proteolytisch von Flaschenboden und Zellverband.

4. Beendigung der Trypsin-Reaktion mittels durchmischender Zugabe von
7ml farblosem DMEM mit Zusétzen.

5. Aufziehen des zellhaltigen Mediums mit dem elektrischen Pipettierge-
rdt. Restlos lieB sich das Medium hiermit nicht aus der T75-
Zellkulturflasche entfernen, sodass etwa 0,2ml bis 0,4ml in der ur-
spriinglichen Zellkulturflasche verblieben. Beispielsweise wurde, im
Sinne einer 1:50-Verdiinnung, in eine neue Zellkulturflasche 0,2ml pi-
pettiert. Das restliche zellhaltige Medium wurde verworfen.

6. Gabe von jeweils 20ml farblosem DMEM mit Zusétzen in die urspriing-

liche und in die neu befiillte Zellkulturflasche.

2.1.4 Zell-Verteilung in 96-Well-Platten: ,,Aussaen

Die gleichmifBige manuelle Verteilung von je 10.000 Tumorzellen in die einzelnen
Napfchen (Wells) einer 96-Well-Mikrotiterplatte erforderte, aufgrund mehrerer kom-
plexer Prozessschritte (s.u.), einen Zeitaufwand von etwa einer Stunde. Korrektes
Pipettieren im Rahmen dieses, in der weiteren Schrift als ,,Aussden® bezeichneten,
Prozessbausteins war wegweisende Grundvoraussetzung fiir den spéteren Versuchs-
erfolg.

Das ,,Aussden lief sich in drei Prozessstufen unterteilen: Vorbereiten der Zellzéh-
lung, Zellzéhlung und Zellverteilung.

Es glich dem Splitten bis zum fiinften Schritt (s. Kapitel 2.1.3). Statt den GroBteil des

zellhaltigen Mediums an dieser Stelle zu verwerfen, wurde es vollstdndig in ein Fal-



con pipettiert. Danach waren sofort 50ul aus demselben Falcon in ein ,,Eppendorf-
Hiitchen* (Biopur Safe-Lock Tube, Eppendorf, Hamburg, D) hineinzugeben.

Zur weiteren Vorbereitung der Zellzdhlung wurden, zum Zweck der differenzierten
Féarbung intakter bzw. ladierter und toter Meningeomzellen, anschlieBend 150ul
Trypanblau-Losung (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) in das Safe-Lock Tube durchmi-
schend befiillt. Umgehend wurden daraufhin, unter Ausnutzung der Kapillarkrifte
des Deckglédschens, je etwa 6ul in das Ober- und das Unterfeld eines Himazytome-
ters (Neubauer Improved, Assistent Germany, Sondheim, D) pipettiert.

Unter lichtmikroskopischer Darstellung wurden die Zellen in der Neubauer-Kammer
ausgezdhlt. Aus der erhobenen Summe vitaler Zellen errechneten sich die Volumina
von Zellsuspension und DMEM mit Zusdtzen an dem Gesamtvolumen einer ,,Defi-
nierten Zellsuspension®. Diese hatte bei allen unseren Versuchen eine Zielkonzentra-
tion von 10.000 Zellen/100pul.

Nach Erstellen der ,,Definierten Zellsuspension® konnten der Standard (unbehandelte
Kontroll-Wells) und die ,,Bestrahlungsblocke* (der PDT auszusetzende Wells) je-
weils mit 100ul aus der ,,Definierten Zellsuspension* mittels der mechanischen Mul-
tipette (Eppendorf, Hamburg, D) befiillt werden. Dieser Schritt stellte das eigentliche

,,Aussiden® dar.
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Abb. 2: ,Ausgesite* 96-Well-Platte fiir Kolorimetrie mit dem WST-1-Test. Vertikal markierte
Wells: Blank (links) und Standard (rechts). Wells der vier ,Bestrahlungsblocke in blumenartiger
Konfiguration (vgl. Abb. 6).

Ebenfalls mit der mechanischen Multipette wurden die sechs Wells des ,,Blank* mit
100p] DMEM mit Zusétzen befiillt. In die 36 Wells des dulersten Rings der 96-Well-
Platte wurden je 200ul DPBS zum Schutz vor Verdunstung pipettiert. Abb. 2 zeigt
die Anordnung von fiir die Versuchsauswertung notwendigen Wells auf einer Mikro-
titerplatte.

Abschlieend wurde mit einem Lichtmikroskop (CK2, Olympus Europa, Hamburg)
stichprobenartig liberpriift, ob die Zellen in den Wells gleichméBig verteilt waren.
Wenn dies der Fall war, konnten die Zellkulturplatten inkubieren; der Versuchstag

war vorbereitet.
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2.2 Versuchsdurchfuhrung

2.21 Quantifizierung der PDT-Effektivitat
36 Stunden nach Ablage der ausgesidten Zellkulturplatte in den CO;-Inkubator (CB

1501, Binder, Tuttlingen, D), wurde 5-ALA-Hydrochlorid [CAS: 5451-09-2] (Merck,
Darmstadt, D) in diejenigen Wells pipettiert, die einer PDT ausgesetzt werden soll-
ten. Bevor ALA allerdings hinzugegeben werden konnte, waren mehrere vorberei-
tende MaBnahmen nétig.

Zunichst wurde das in kleinen lichtundurchldssigen braunen Glasflaschen aufbe-
wahrte ALA-Pulver aus dem Kiihlschrank entnommen. Mittels der 10ml-Pipette
(Eppendorf Research Plus, Eppendorf, Hamburg, D), wurden 10ml Wasser (Aqua ad
iniectabilia, Braun, Melsungen, D) aufgezogen und in das ALA-Fldschchen pipet-
tiert. Danach wurde selbiges mehrmals geschwenkt und abgestellt, das ALA-Pulver
l16ste sich dabei rasch auf. Zeitnah dazu waren, der Anzahl verschiedener gewiinsch-
ter ALA-Konzentrationen entsprechend, Zentrifugen-Rohrchen (Cellstar® Tubes,
Greiner bio-one, Frickenhausen, D) mit 50ml DMEM ohne Zuséitzen befiillt worden.
Dies geschah am préizisesten und einfachsten mit einem elektronischen Handdispen-
ser (Multipette Stream, Eppendorf, Hamburg, D). Die fiir die definierten ALA-
Konzentrationen vorgesehenen Rohrchen wurden mit handelsiiblicher Aluminium-
Folie umwickelt, um das spiter in DMEM geloste 5-ALA vor zerfallsbeschleunigen-
der Lichtenergie zu schiitzen [54]. Nun wurden die eingewickelten Zentrifugen-
Rohrchen gemill ihrer ALA-Zielkonzentration behandelt. Am Beispiel einer Ziel-

konzentration von 50ug ALA/ml seien die einzelnen Verdiinnungsschritte erldutert:

e 500mg ALA-Pulver aufgelost in 10ml destilliertem Wasser ergab eine ALA-
Konzentration im braunen ALA-Flischchen von 5 * 10*ug/ml.
o 500mg/ 10ml =5 *10*ug/ml.
o Zur Erstellung eines ALA-Falcons mit der Konzentration 150pug ALA/ml
DMEM wurden, nach Entfernung von 150ul DMEM aus dem Gefal3, 150ul

12



von der ALA-Verdiinnung des braunen Fldschchens in ein mit 50ml DMEM
befiilltes Falcon pipettiert. Nach mehrmaligem Uberkopf-Schwenken, war
eine ausreichende Durchmischung im Behiltnis erreicht.

o 5*10%ug/ml* 150ul = 7,5mg ALA

o 7.5mg ALA/50ml = 150pg ALA/ml

e Mit einer mechanischen Multipette mit entsprechender Spitze (Combitip, Ep-

pendorf, Hamburg, D) wurden aus dem so konzentrierten Zentrifugen-
Rohrchen jeweils 50ul in die 100ul DMEM beinhaltenden Wells pipettiert.
Dieser Verdiinnungsschritt von 1:3 fiihrte folglich zu einer ALA-

Konzentration von 50pg/ml im Népfchen.

Analog wurde fiir die anderen verwendeten ALA-Zielkonzentrationen (d.h. 12,5, 25,

100 und 200ul ALA/ml) vorgegangen.

Um vergleichbare Verhéltnisse zu den ,,Bestrahlungsblocken® zu schaffen, wurden in
die Wells des Blank und Standard je 50ul ,DMEM ohne Zusitze* pipettiert. Ge-
schiittelt wurde die Zellkulturplatte anschliefend fiir zwei Minuten bei 37°C und
650U/min in einem Misch-Temperierer (Thermomixer® comfort, Eppendorf, Ham-
burg, D) und daraufhin, fiir die definierte Einwirkzeit von 5-ALA, in den Inkubator
gestellt.

15 Minuten vor Ablauf der ALA-Inkubationszeit wurde das die Zellen versorgende
DMEM mit Zusétzen in den Wells mehrfach ausgetauscht — das so genannte ,,Wa-
schen®. Auf diese Weise wurde im Medium befindliches ALA entfernt. Jene 15 Mi-
nuten waren dabei als zeitlicher Puffer zu verstehen, da etwa 15 Minuten beim ,,Wa-
schen® verstrichen, bevor das Medium zellhaltiger Wells weitgehend ausgetauscht
war. Das erneuerte Medium beinhaltete fiir die meisten Versuche 1% FCS; fiir die
Versuche nach Ciprofloxacin-Protokoll war das DMEM nach ,,Waschen* frei von

FCS (s. Kapitel 2.1.2).
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Am Beispiel eines Well des Standard sei die mehrstufige Vorgehensweise des ,,Wa-

schens* geschildert (s. Abb. 3).

UL

Abb. 3: Prozess des Mediumwechsels (,Waschen*“) nach abgelaufener ALA-Einwirkzeit am
Beispiel eines Nipfchens der Mikrotiterplatte. Seitansicht auf ein schematisches Well unterschied-
licher Befiillung in chronologischer Abfolge zu den Prozessschritten (a bis e).

Vor dem ,,Waschen* befanden sich 150ul DMEM (s. Abb. 3, a) in dem Népfchen:
Vom ,,Aussden stammende 100ul DMEM mit allen Zusétzen und 50ul DMEM oh-
ne Zusitze vom vorgeschalteten Versuchsschritt der ALA-Gabe und dem damit ein-
hergehenden kompensatorischen Auffiillen unbehandelter Wells mit zusatzfreiem
DMEM (s. vorherige Seite). Jene 150ul wurden mittels einer 100ul-Pipette (Eppen-
dorf Research Plus, Eppendorf, Hamburg, D) in zwei Schritten entfernt (s. Abb. 3,
b); dies wurde fiir drei aufeinander folgende Wells getan. Diese drei Wells erfuhren
daraufhin jeweils ein Auffiillen mit 200ul DMEM mit 1% FCS (s. Abb. 3, ¢) durch
zweimaliges Pipettieren einer auf 100ul Pipettiervolumen eingestellten Multipette.
Direkt im Anschluss wurden diese 200l erneut in zwei Schritten entfernt (s. Abb. 3,
d). Das ,,Waschen* des jeweiligen Wells war abgeschlossen, sobald darauffolgend
100l DMEM mit 1% FCS pipettiert wurden (s. Abb. 3, e). Der Vorgang wurde an-
schlieBend ebenfalls fiir die anderen drei Napfchen des Standard durchgefiihrt.

Mit den Wells der ,,Bestrahlungsblocke* wurde analog verfahren. Da der Blank nicht
iber Zellen verfiigte, konnten seine sechs Wells aufeinanderfolgend gewaschen wer-
den ohne Austrocknungsgefahr des zelluldren Monolayers zwischen den Mediumga-

ben (vgl. Abb. 3, b und d).
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Nach erfolgtem ,,Waschen wurde die 96-Well-Platte in der von Pannewitz et al. fiir
hiesige experimentelle Zwecke etablierten Bestrahlungskammer (Welabo, Diissel-

dorf, D und CeramOptec, Bonn, D; s. Abb. 4) platziert [68].

Abb. 4: Entdeckelte Bestrahlungskammer. Draufsicht von schrig. (a) Anschlussstelle der Laser-
Fiber an den Laser-Generator (nicht abgebildet); (b) Miindungsstelle der Laser-Fiber in die Bestrah-
lungseinheit mit ihrer (c) Laseraustrittsstelle; (d) mobile Plexiglas-Halterung fiir die Mikrotiterplatte.

Jeder ,,Bestrahlungsblock* wurde dann fiir 625 Sekunden mit Laserlicht der Wellen-
lange 635nm des auf eine Leistung von einem Watt konfigurierten Lasers (Ceralas,
BioLitec, Jena, D) bestrahlt. Dabei erreichte das Laserlicht iiber eine Fiber (Frontal
Light Diffusor, Medlight, Ecublens, CH) den Boden der 96-Well-Platte in einem de-
finierten Abstand von 93mm. Dies flihrte zu einer lokalen Laser-Leistung von
25mW/cm?, iiber die Bestrahlungsdauer insgesamt also 15,6J/cm? [68].

Nach erfolgter Bestrahlung wurde die Zellkulturplatte fiir 24 Stunden beziehungs-

weise 90 Minuten (Versuche mit Ciprofloxacin, s. Kapitel 2.1.2) in den Inkubator

15



gestellt (,,Ruhezeit). Es wurde damit beabsichtigt, dem fortschreitenden Zelltod

nach PDT ausreichend Zeit zu geben, um die Sensitivitit seiner Nachweisverfahren,

insbesondere des LDH-Tests (s. Kapitel 2.2.1.2 und 3.1.3) zu erhéhen.

2.2.1.1 WST-1-Test
Zur indirekten Ermittlung des PDT-bedingten Zelltodes wurde dieses, im hiesigen

Labor bereits etablierte, Nachweisverfahren verwendet. Der 4Assay mittels Water So-
luble Tetrazolium Salt-1 (WST-1) (Roche Diagnostics, Heidelberg, D) stellte kolori-
metrisch die Zellstoffwechselaktivitit dar und erfasste damit die verbliebene Zellvi-
talitdt nach PDT [69].

Das in die zellulire Umgebung gemeinsam mit einem elektronenkoppelnden Rea-
genz pipettierte WST-1 wurde, unter Katalysierung durch zelluldre Enzyme und bei
Oxidierung von Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrid (NADH), zu Forma-
zan reduziert (s. Abb. 5)

NO.
‘@© (@)
N NAD* - NADH @N N—H
I - I
W 2 EC-H I N

N__#&

EC
50:Na \ ) ' 50:Na

S0:Ma S0,MNa

WSF1 Farmazan

Abb. 5: Reaktionsweg des WST-1-Assay. Modifiziert mit Nutzungsgenehmigung der Roche Diag-
nostics GmbH, © 2008. Elektronenkoppelndes Reagenz (EC), zelluldres Enzym (RS), Nikotinsédu-
reamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrid (NADH).

Im Folgenden ist die schrittweise Handhabung des WST-1-4ssay dargestellt:
1. Zwei Stunden vor Ende der Ruhezeit der 96-Well-Platte nach PDT, wurde das
im Vorfeld in Kryoréhrchen (Cryotubes, Nunc®, Roskilde, DK) portionierte
WST-1-Reagenz bei Zimmertemperatur aufgetaut. Das entsprechende Kryo-
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rOhrchen wurde, zum Schutz vor UV-Licht, mit handelsiiblicher Aluminium-
folie umwickelt.

2. Fiinf Minuten vor Ende der Platten-Ruhezeit nach PDT wurde das nun auf
Zimmertemperatur gebrachte Reagenz im Wasserbad (WNB, Memmert,
Schwabach, D) fiir vier Minuten bei 37°C erhitzt. In dieser Zeit nahm die
Viskositdt des Reagenz weiter ab.

3. Piinktlich nach Ablauf der definierten Ruhezeit nach PDT, wurden je 10ul
WST-1-Reagenz in alle 34 DMEM-haltigen Wells pipettiert.

4. Die befiillte Platte wurde anschlieBend fiir zwei Minuten im Misch-
Temperierer geschiittelt.

5. Nach 30- bis 60-mintitiger Platten-Inkubation erfolgte die erneute zweiminii-
tige Anwendung des Misch-Temperierers.

6. Der Test wurde mit der Ablesung der Zellkulturplatte im Mikrotiterplatten-
Lesegerdt (Microplate Reader 680 XR, Bio-Rad Laboratories, Miinchen, D)
beendet; ein Farbumschlag war makroskopisch zu erkennen (s. Abb. 6).

Es sei gesondert erwihnt, dass der WST-1-Test im Neurochirurgischen Labor des
UKD fiir eine ,,Nach-PDT-Ruhezeit“ von 90 Minuten ectabliert wurde. In diesem
Rahmen fanden auch die Versuche mit Ciprofloxacin statt. Fiir die Untersuchungen
der Effekte verldngerter ALA-Inkubationszeiten und dem gleichzeitigen Vergleich
mit dem LDH-Test, wurde jene Ruhezeit nach PDT auf 24 Stunden erhoht (s. Kapitel
2.2.1). Die Auswirkung dieser Maflnahme wurde untersucht (s. Kapitel 3.1.3 und
3.1.4). Dabei wurden die relativen Extinktionen fiir zwei Szenarien der Inkubations-
zeit nach PDT verglichen. In beiden inkubierte zwar ALA iiber 24 Stunden in Kon-
zentrationen von 50 und 100ug/ml, allerdings wurde untersucht, ob die 24stiindige
Inkubationszeit zwischen PDT und WST-1-Test die relative Extinktion gegeniiber

den bisher iiblichen 90 Minuten signifikant beeinflusste.

17



”. N\

> o 1 Y

/‘( \‘ \{/\’ \\/

/
=

NI ]
@2
Y

i
1
J

Abb. 6: Versuchsplatte nach durchgefiihrtem WST-1-Assay. Beispiel einer Zellkulturplatte der
Negativkontroll-Versuche (s. Kapitel 3.1.1). Vertikal angeordnete Wells: ,.Blank™ und ,,Standard".
Wells in blumenformiger Konfiguration: ,,Bestrahlungsblocke® (vgl. Abb. 2 auf S. 11).

2.2.1.2 LDH-Test
Im Gegensatz zum WST-1-Assay gibt der LDH-Assay (Cytotoxicity Detection Kit

Plus (LDH), Roche Diagnostics, Heidelberg, D) direkte Auskunft tiber den Zelltod.
Hierbei fiihrt extrazelluldre Laktat-Dehydrogenase (LDH) zur Firbung derjenigen
Wells, deren Zellen Membranschaden erlitten [63].

Tabelle 1 zeigt die drei Einzel-Komponenten des LDH-Assay, die verwendet wurden.

Tabelle 1: Verwendete Bestandteile des LDH-Assay

Name Zugehorige Substanzen Funktion

Lysis Solution | Detergens Triton X-100 Lyse aller Zellen in den Wells
des High Control

Dye Solution | Tetrazoliumsalz INT, Natrium- | Bestandteil der Reaction Mix-

laktat ture zum Farbumschlag
Catalyst Mischung aus Diaphorase/NAD+ | Bestandteil der Reaction Mix-
und einem Katalysator ture zum Farbumschlag
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Es sei darauf hingewiesen, dass die oben stehende Tabelle die Stop Solution als Be-
standteil des Kits nicht auffiihrt. Diese reaktionsbeendende Losung wurde aus prakti-
schen Erwédgungen nicht verwendet, da wéhrend ihrer Erprobung die betroffenen
Wells iiberzulaufen drohten. Uberdies war die Verwendung der Stop Solution, bei
definiertem kolorimetrischen Auswertungszeitpunkt, nicht zwingend nétig (s. Kapitel
4.1.4).

Wie Abb. 7 darstellt, wird das durch die Dye Solution addierte Laktat durch die aus
den Zellen ausgetretene LDH zu Pyruvat oxidiert. Dabei wird das aus dem Catalyst
stammende NAD+ zu NADH reduziert. Im fiir den Nachweis entscheidenden Schritt
reduziert der Katalysator das Tetrazoliumsalz Iodophenyl-Nitrophenyl-
Phenyltetrazolium (INT) zu Formazan [70].

coo coo

| LDH |
HO—C—H > c=0
| I
CHs CHs
Lactat Pyruvat
NAD* NADH + H*
o o
H
NN NN
c cr < c | cr
“N=N: SN=N:
H Katalysator @
NO: NO:

Formazan Tetrazolium

Abb. 7: Reaktionswege des LDH-Assay. Modifiziert mit Nutzungsgenehmigung der Roche Diag-
nostics GmbH, © 2008.

Der chronologische Zusammenhang der Reaktionsabldufe wird im Folgenden von
der Lysierung der Zellen bis zum Moment des Ablesens im Mikrotiterplatten-
Lesegerit erldutert.

Zunichst wurden die am Vortag aufgetauten Testkomponenten des LDH-Assay eine
Stunde vor Beginn des Nachweises aus dem Kiihlschrank entnommen, um sie Raum-

temperatur annehmen zu lassen.
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Der erste Schritt des Nachweisverfahrens fing mit der Lysierung von Zellen des so-
genannten High Control an. Die sechs Wells dieser Kontrolle dienten mit ihrer ma-
ximalen LDH-Aktivitdt als Referenz zur Quantifizierung der Zellletalitdt. Dazu wur-
den 5ul der Lysis Solution vorsichtig mit einer 10ul-Pipette (Eppendorf research
plus, Eppendorf, Hamburg, D) in jedes Napfchen des High Control pipettiert. Den
eigentlichen Standard unbehandelter Wells stellte im LDH-Assay der sogenannte
Low Control dar, dessen Zellen nicht lysiert wurden.

Auf die Lysierung folgte ein zehnsekiindiges Riitteln der 96-Well-Platte im Misch-
Temperierer. Im Anschluss inkubierte die Platte fiir 15 Minuten in einem dunklen
Behiltnis bei Raumtemperatur.

In diesen 15 Minuten wurde die Reaction Mixture definierter Zusammensetzung in
einem Zentrifugen-Rohrchen angesetzt. Dabei betrug das Verhiltnis von gelostem
Catalyst zur Dye Solution 1:45, z.B. im Sinne von 125ul Catalyst und 5,625ml Dye
Solution. Eine Reaction Mixture dieses Volumens war fiir den LDH-Nachweis bei
einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausreichend.

Gemail} Herstellerangaben waren nach jenen 15 Minuten die Zellen der Positivkon-
trolle High Control durch das Detergens der Stop Solution lysiert - dies deckte sich
auch mit unserer lichtmikroskopischen Kontrolluntersuchung, in der eine starke Ver-

kleinerung verbliebener Zellformationen zu sehen war (s. Abb. 8).

Abb. 8: Lysierung von Zellen durch die Lysis Solution. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts:
lysierte Zellen des High Control. Lichtmikroskopische Aufnahmen bei 40facher VergroBerung. Mal3-
stab ist eingezeichnet (roter Querstrich, 100pum).

20



Je 100ul der gerade hergestellten Reaction Mixture wurden rasch mit einer Multipet-
te in jede Well des Low Control, High Control, Blank und der ,,Bestrahlungsblocke*
pipettiert. Es begann darauthin der rétliche Farbumschlag des Well-Inhaltes - insbe-
sondere in den Nédpfchen des High Control war jener bereits nach wenigen Sekunden
makroskopisch erkennbar. Die Minuten, die ab dem Zeitpunkt des fertiggestellten
Pipettierens der Reaction Mixture bis zur kolorimetrischen Auswertung verstrichen,
waren als ,,Ablesezeit” definiert. Gemal unseren Erfahrungen mit dem Mikrotiter-
platten-Lesegerit, der Zelldichte in den Wells und dem Zelltyp betrug jene idealer-
weise fiinf Minuten (s. Kapitel 4.1.2). Die intensive Rotfarbung von Wells mit hohem
Zellsterben, nach ldngerer Einwirkzeit der Reaction Mixture, wird von Abb. 9 illus-

triert.
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Abb. 9: 96-Weli-Platte nach durchgefiihrtem LDH-Assay. Beispiel einer Zellkulturplatte der Nega-

tivkontroll-Versuche (s. Kapitel 3.1.1). Vertikal angeordnete Wells: Kontrollen (LC: Low Control,
HC: High Control und der Blank (B). Blumenformige Wells: ,,Bestrahlungsblocke®.
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Damit der LDH-Test im Neurochirurgischen Labor des UKD etabliert werden konn-
te, wurden zundchst Vorversuche durchgefiihrt (s. Kapitel 3.1.3).

Zum einen wurde untersucht, wie stark die Formazan-Bildung mit der Zahl lysierter
Zellen korrelierte. Hierzu wurden sechs Well-Quadruplikate mit definierten Zelldich-
ten von 10° bis 4*10* Zellen/100ul ,,ausgesit“. Nach dem ,,Aussien® inkubierten die
Zellen dabei fiir 18 Stunden und wurden unmittelbar vor Durchfiihrung des LDH-
Assay ,,gewaschen®. Darauthin wurden alle Zellen in den Wells lysiert und kolori-
metrisch, zur Erfassung der absoluten Extinktion, ausgewertet. Die kolorimetrische
Auswertung wurde mit den Zelldichten korreliert.

In weiteren Vorversuchen zeigte sich im LDH-Assay eine erhohte relative Extinktion
von Versuchszellen bei zunehmender Ruhezeit nach PDT (24 Stunden statt 90 Minu-
ten). Um zu untersuchen, ob dieser Effekt von einem nach 24 Stunden denkbaren
LDH-Zerfall konterkariert werden konnte, wurden Wells mit je 10.000 Zellen ,,aus-
gesét™ und am Folgetag allesamt zeitgleich lysiert, aber zeitlich gestaffelt abgelesen

(s. Kapitel 3.1.3, Abb. 22).

2.2.1.3 Ermittlung des Einflusses verschiedener ALA-Einwirkzeiten
Um den Effekt der Einwirkzeit von 5-ALA auf die PDT nachzuweisen wurde neben

einer 96-Well-Zellkulturplatte, mit konventioneller vierstiindiger ALA-Inkuba-
tionsdauer, eine weitere Mikrotiterplatte behandelt. Die ALA-Einwirkzeit der zwei-
ten Gruppe betrug 24 Stunden, ansonsten wurde mit dieser gleich verfahren. Der
kolorimetrische Nachweis erfolgte mit dem WST-1- bzw. LDH-Assay. Verglichen
wurde der Effekt verlangerter Einwirkzeiten auf die Zellen der ,,Bestrahlungsblocke

mit ALA-Konzentrationen von 50, 100 bzw. 200ug/ml.

2.2.1.4 Ermittlung des Einflusses von Ciprofloxacin
Der Aufbau unserer Versuche mit Ciprofloxacin-Losung [CAS: 93107-08-5] (Apo-

theke des UKD) unterschied sich von den bisher dargestellten Versuchen mit WST-1
in wenigen Punkten. So waren neben der Gabe von Ciprofloxacin zu den Versuchs-

zellen vor allem die Inkubationszeiten zwischen den Prozessschritten angepasst. Als
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Kontrollgruppe wurden, zeitlich um eine Stunde versetzt, auBerdem Zellkulturplatten
mit dem einfachen Schema der ALA-PDT behandelt. Im folgenden Textabschnitt
werden Unterschiede in der Handhabung der Ciprofloxacin-Versuche dargestellt.
Nach Distribution von 10.000 Zellen in ein Well mit 100pl DMEM (s. Kapitel 2.1.4),
ruhte die fiir Ciprofloxacin-Versuche vorgesehene Zellkulturplatte fiir 19 Stunden im
Inkubator. AnschlieBend waren 50ul einer 75ug/ml Ciprofloxacin-Konzentration in
jede Well der ,,Bestrahlungsblocke zu pipettieren (s. Abb. 10, a). Somit befanden
sich 25ug Ciprofloxacin/ml im betreffenden Well. Nach zweiminiitiger Durchmi-
schung der Mikrotiterplatte auf einem Misch-Temperierer, inkubierten die Zellen
daraufhin fiir 24 Stunden bis zur Hinzugabe von 5-ALA in Konzentrationen von
12,5, 25, 50 und 100pug/ml. Es folgte das bereits dargelegte ,,Waschen* (s. Kapitel
2.2.1), jedoch mit dem Unterschied, dass zuletzt jeweils 50ul fiir die Zielkonzentrati-
onen von Ciprofloxacin und 5-ALA in die betreffenden Wells pipettiert wurden (s.
Abb. 10, b). Auf diese Weise konnte die bisherige Ciprofloxacin-Konzentration in
den Wells, bis kurz vor PDT, aufrechterhalten werden. Das letztmalige ,,Waschen vor
PDT* entsprach der oben beschriebenen Vorgehensweise, wurde jedoch - aufgrund
der weit kiirzeren Anschlusszeit bis zur Versuchsauswertung - mit DMEM ohne FCS
durchgefiihrt (s. Kapitel 2.1.2). Nach erfolgter PDT ruhte die Ciprofloxacin-Platte fiir
weitere anderthalb Stunden. Danach wurde der Versuch mit dem WST-1-4ssay (s.
Kapitel 2.2.1.1) abgeschlossen.
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Abb. 10: Umgang mit Ciprofloxacin und ALA vor PDT. Seitansicht eines einzelnen behandelten
Wells chronologisch (von links nach rechts) nach dem jeweiligen Prozessschritt (buchstabierte Zeile)
geordnet. Der Fiillungsstand ist illustriert. Zeile a: vor und nach Hinzugabe von Ciprofloxacin, 19
Stunden nach Zelldistribution; Zeile b: Vorgang des ,,Waschens* mit Verbleib eines Ciprofloxacin-
ALA-Gemisches, 43 Stunden nach Zelldistribution; Zeile c: ,,Waschen* vor PDT gemil Kapitel
2.2.1, 47 Stunden nach Zelldistribution.

2.2.1.5 Durchfiihrung von Negativkontrollen
Fiir alle Versuche, die zur Quantifizierung der PDT-Effektivitit beitrugen, wurden

Negativkontrollen durchgefiihrt.

Bei den Versuchen zur ALA-Einwirkzeit wurde kontrolliert, wie stark der separate
Einfluss von jeweils 15,6] Laserenergie und 50pug ALA/ml auf die Vitalitit bzw.
Letalitit der Meningeomzellen war.

Die Negativkontrollen fiir die Ciprofloxacin-Versuche ermittelten zusétzlich den
separaten Einfluss von 25ug Ciprofloxacin/ml. Auch wurde iiberpriift, inwieweit
diese Ciprofloxacin-Konzentration in Kombination mit der o.g. Laserleistung bzw.
ALA-Konzentration die Zellvitalitit herabsetzte.

Alle zu untersuchenden Zellen der Negativkontrollen wurden in ,,Bestrahlungsblo-

cken® behandelt.
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2.2.2 Spektrometrie von PPIX-Verdinnungsreihen
Im folgenden Textabschnitt werden die spektrometrischen Versuchsschritte darge-

stellt. Die sechs, je etwa zweistiindigen, Versuche wurden streng nach Protokoll
durchgefiihrt.

Nach Vorbereitung eines addquaten Versuchsaufbaus, wurde als erstes ein mit han-
delsiiblicher Aluminiumfolie umwickeltes 50ml-Becherglas (Schott, Mainz, D) auf
eine elektronische Prizisionswaage (Kern 410, PK Elektronik, Velten, D) gestellt. In
das Becherglas wurde bereits im Vorfeld ein Magnetriihrstab (VWR, Darmstadt, D)
eingelegt. Dann wurde das Taragewicht ermittelt. Darauthin erfolgte das Abwiegen
von 50mg PPIX [CAS: 553-12-8] (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D) mittels
Spatel-Loffel (Welabo, Diisseldorf, D), wobei eine Abweichung vom Zielgewicht
von bis zu einem Prozent toleriert wurde.

Anschlieend wurde das abgewogene PPIX im Becherglas mittels entsprechender
Pipette mit 10ml Dimethylsulfoxid [CAS: 67-68-5] (DMSO) (Sigma-Aldrich, Stein-
heim, D) versetzt. Direkt im Anschluss erfolgte die einstiindige Durchmischung die-
ser Losung auf einem Heiz-Magnetriihrer (RETbasic, IKA Labortechnik, Staufen, D)
bei 50°C und 200U/min.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde iiberpriift, ob sich sdmtliches PPIX am Boden des
Becherglases aufgelost hatte. Die gesamte Losung mit einer Konzentration von folg-
lich 5000ug PPIX/ml war dunkelbraun geférbt. Diese Stammldsung konnte nun fiir
die Herstellung einer Verdiinnungsreihe genutzt werden. Die dafiir bendtigten elf
Safe-Lock Tubes waren bereits, mit Aluminium-Folie umwickelt, in einem Reakti-
onsgefdlstinder (Micro Test Tube Rack, Brand, Wertheim, D) sortiert. Beschriftet
wurden diese Rohrchen mit den Kiirzeln ,,ZL*“ (Zwischenlosung), ,,NKO* (Negativ-
kontrolle 1600ul PBS) und ,NK20“ (Negativkontrolle 1568ul PBS und 32ul
DMSO), sowie den Zahlenwerten gewlinschter PPIX-Konzentration in pg/ml - ,,20%,
»10%, 5%, ,,2.5% ,1.25%, ,0.625, ,,0.3125 und ,,0.15625% (s. Abb. 11). Die Zusam-
mensetzung der ,,NKO0“ und der ,,NK20* entsprachen der Fiillung des Safe-Lock Tube

mit der entsprechenden PPIX-Verdiinnung, aber - im Sinne der Negativkontrollen -
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ohne den Fluorophor. Vor Zugabe entsprechender Mengen von PPIX-
Konzentrationen waren bereits, in die Gefille ,,ZL* bzw. ,,20* und ,,10“, Volumina
von 800ul DMSO bzw. 768ul und 784ul PBS pipettiert worden.

Zunichst wurde das Safe-Lock Tube fiir die Zwischenlosung mit 200ul der Stammlo-
sung auf 1000pl aufgefiillt - dies entsprach einer 1:5-Verdiinnung der Stammldsung.
Die PPIX-Konzentration in der Zwischenldsung betrug folglich 1000pg/ml. Wie
nach jedem Verdiinnungsschritt in diesem Versuch, wurde jenes Rohrchen unmittel-
bar vor dem Pipettieren weiterer PPIX-Konzentrationen auf dem Reagenzglasschiitt-
ler (REAX 2000, Heidolph, Schwabach, D) fiinf Sekunden lang geschiittelt.

Aus dem Gefall der Zwischenldsung wurden im weiteren Verlauf 32 bzw. 16pl ent-
nommen, um die Safe-Lock Tubes ,,20 bzw. ,,10* auf 800ul aufzufiillen (s. 0.). Die-
se GefiaBle wurden anschlieBend mit PBS 1:2 verdiinnt und stellten mit ihren 1600ul
Fliissigkeitsvolumen die beiden Ausgangspunkte fiir die weitere Viertelung der
PPIX-Konzentrationen dar: Aus einer Ausgangskonzentration wurden 400ul ent-
nommen und in das Safe-Lock Tube zur geviertelten Konzentrierung pipettiert. Es
folgte das Auffiillen des so gefiillten Rohrchens mit weiteren 1200ul PBS. So lieBen
sich in zwei Reihen die PPIX-Zielkonzentrationen von 20, 5, 1,25, 0,3125ug/ml und
10, 2,5, 0,625, 0,15625ug/ml pipettieren. Die Negativkontrollen wurden bereits an-
gesetzt, als das PPIX der Stammlosung auf dem Heiz-Magnetriihrer in Losung be-
griffen war.

Abb. 11 zeigt die makrokopisch erkennbare Abblassung in den mit absteigenden
PPIX-Konzentrationen befiillten Safe-Lock Tubes, die zu Abbildungszwecken nicht

mit Aluminiumfolie umwickelt sind.
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Abb. 11: PPIX-Verdiinnungsreihe. Halbierend absteigende PPIX-Konzentrationen ab dem zweiten
Gefil} von links (beginnend mit 20pg PPIX/ml). Ganz links befindet sich ein mit der Zwischenldsung
(1000png PPIX/ml) gefiilltes Safe-Lock Tube.

Die in den letzten Schritten erstellten PPIX-Verdiinnungen wurden umgehend auf
dem ReaktionsgefaBstinder in die Dunkelkammer gebracht. Dort befand sich der
bereits vorbereitete Versuchsaufbau zur Fluoreszenzmessung, dessen Funktionstiich-
tigkeit mittels vorangegangener Ausmessung der Negativkontrollen fiir den Ver-
suchstag iiberpriift worden war.

Eine Quarz-Kiivette (Suprasil 104-QS, VWR, Darmstadt, D) (s. Abb. 12, ¢) wurde in
ihre Offnung auf der Halterungsplatte der Fiberoptik (s. Abb. 13, a) eingesetzt. Aus
einem entsprechenden Safe-Lock Tube wurden 1000ul der zu untersuchenden Fliis-
sigkeit in die Quarz-Kiivette pipettiert. Eine schraubengesicherte Fixierung der Son-
denspitze (s. Abb. 12, a) und ihr Halterungsblock (s. Abb. 12, d) hielten die Sonden-
Eindringtiefe (s. Abb. 12, b) in die Fliissigkeit bei drei Millimeter.
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Abb. 12: Detailansicht der Fiberoptik-Halterung (vgl. Abb. 13, a). Seitansicht. (a) Schraubengesi-
cherte Sondenfixierung; (b) Sondenspitze; (c) Quarz-Kiivette; (d) Halterungsblock zur Abstandssiche-
rung.

Abb. 13: Aufbau der Versuchsgegenstinde zur PPIX-Fluoreszenzspektrometrie. Draufsicht. (a)
Halterungsplatte; (b) Notebook mit Spektrometriesoftware; (c) Mehrkanal-Lichtquelle; (d) Fiberoptik;
(e) Spektrometer.
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Zur Fluoreszenz-Quantifizierung wurde stets mit der niedrigsten PPIX-Konzentration
begonnen. Nach jeder Messung einer Konzentration wurde die Quarz-Kiivette durch
ruckartiges AusgieBen ihres Inhaltes und viermaliges Spiilen mit 99,9%iger Isopro-
panol-Losung [CAS: 67-63-0] (Zentralapotheke der UKD, Diisseldorf, D) gereinigt.
Beide Mallnahmen hatten den Zweck kein PPIX in den néchsten Messdurchgang zu
verschleppen.

Alle fiberoptisch-spektrometrischen Messungen wurden unter einheitlichen Bedin-
gungen durchgefiihrt. Das Raumlicht in der Dunkelkammer wurde ausgeschaltet;
diese Mallnahme reduzierte wiederholbar die allgemeinen Lichtsignale, bei der
Spektrometrie iiber dem PPIX-relevanten Lichtspektrum, um etwa ein Viertel. Zu-
satzlich wurde der Bildschirm des Notebook (Targa Traveller XTR, Actebis, Soest,
D) abgedunkelt und von der Versuchsoberfliche weggeneigt.

Die benutzerspezifische Spektrometrie-Software (Dr. Igor Fischer, EDV der Neuro-
chirurgischen Klinik des UKD) erlaubte die Modulierung dreier Mess-Parameter —
der Sequenz-Pausen (LED Lead Time) zwischen dem Leuchten einzelner LED
(Ocean Optics, Dunedin, FL/USA), der LED-Beleuchtungsdauer in der Messsequenz
(Integration Time) und der Mittelung der Ergebnisse aus einer definierten Anzahl
von Einzelmessungen (4Average Over Spectra). Es erwies sich als notig die LED
Lead Time und die Integration Time gleichermallen auf 50ms zu setzen, damit insbe-
sondere der 405nm-Gipfel, ohne nennenswerte Schwankungen seiner Signalintensi-
tit, darstellbar blieb. Schwankungen wurden mit Einzelmessungen, zu Beginn jedes
Messdurchganges, ausgeschlossen; die fiir die jeweilige Negativkontrolle bzw.
PPIX-Verdiinnung zu speichernden Versuchsergebnisse hatten allerdings ein Avera-
ge Over Spectra von 100.

Bei jeder Messung wurde die gesamte Hardware von der benutzerspezifischen
Spektrometrie-Software auf dem Notebook (s. Abb. 13, b) angesteuert. So wurde bei
den oben genannten definierten Messparametern eine Mehrkanal-Lichtquelle (s.

Abb. 13, ¢) (Multi-Channel Light Source, Ocean Optics, Dunedin, FL/USA) dazu
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angehalten das Licht entsprechend sequenziell anzuschalten. Die benutzerspezifische
Fiberoptik (Ocean Optics, Dunedin, FL/USA) (s. Abb. 13, d) fiihrte die einzelnen
lichtleitenden Fasern in definierter Anordnung in der Sondenspitze zusammen (s.

Abb. 14).

Abb. 14: Schematischer Querschnitt durch die Sondenspitze der Fiberoptik. Aufgaben der vier
integrierten Glasfasern von links nach rechts: Abgabe von Blaulicht, Signalaufnahme, Abgabe von
WeiBlicht aus zwei Fibern; Aufbau analog zu Kim et al. [38].

Zwischen der Blaulicht-Quelle auf der einen und den beiden Weilllichtquellen auf
der anderen Seite, befand sich die Ablese-Fiber, die das evozierte Signal an das
Spektrometer (s. Abb. 13, ) (USB 2000+, Ocean Optics, Dunedin, FL/USA) weiter-
leitete.

Die fiberoptisch-spektrometrische Quantifizierung der Lichtintensitidt wurde fiir die
Anregungswellenldnge auf 406nm und fiir die Fluoreszenzwellenldnge auf 620nm
durchgefiihrt. Dabei wurde die Hohe der Signalgipfel in willkiirlichen Einheiten (ar-
bitrary units, a.u.) sowohl getrennt, als auch in Relation zueinander, im Sinne eines
»Blau-Rot-Quotienten“ (B/R), betrachtet. Als Referenz fiir den B/R diente der Sig-
nalgipfel der blauen Wellenlidnge. Fiir eine definierte Leistung der zugehorigen LED
wurden diese an jedem Versuchstag iiber das MCLS auf ihre Maximalleistung kalib-

riert.

30



Nach abschlieBender Fluoreszenz-Quantifizierung der Konzentration von 20ug
PPIX/ml, wurde die Quarz-Kiivette mehrfach mit Isopropanol ausgespiilt. Zuletzt
wurde der Erfolg der Reinigung, im Sinne des Fehlens eines Fluoreszenz-Gipfels bei

etwa 620nm, spektrometrisch tiberpriift (,,Reinigungskontrollen®, s. Kapitel 4.2).

2.3 Versuchsauswertung
Zur Errechnung von Mittelwerten und Standardabweichungen wurde Excel 2010

(Microsoft, Redmond, WA, USA) und SPSS Statistics 22 (IBM, Armonk, NY/USA)
verwendet. Letzteres diente auch der Erfassung statistischer Signifikanzen. Zur Wi-
derlegung der Nullhypothese kam der T-Test fiir Stichproben zur Anwendung, da bei
den Kontroll- bzw. Versuchsgruppen der Zellen von einer Normalverteilung ausge-
gangen wurde. Die Daten wurden ab einem Konfidenzintervall von 95% als signifi-
kant betrachtet.

SPSS Statistics 22, Microsoft Excel 2010, Microsoft Paint 2010, Microsoft Word
2010, Microsoft Powerpoint 2010 und GIMP2 (The GIMP Team, Berkeley,

CA/USA), wurden zum Erstellen und Bearbeiten von Graphiken verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Modifikation der PDT-Effektivitat

3.1.1  PDT-Verstarkung bei langerer ALA-Inkubation
In der Versuchsreihe mit LDH-Assay ergab sich fiir die beiden hoheren ALA-

Konzentrationen (100 bzw. 200ug/ml) bei einer 24stiindigen ALA-Einwirkzeit (n=8)
gegenliber der vierstiindigen ALA-Inkubationsdauer (n=7) eine verstirkte PDT-
Effektivitét (p<0,001), wie

Abb. 15 zeigt.

Konzentration
von 5-ALA
[150paiml
B3 100pg/ml
B 200ug/ml

Relative Extinktion im LDH-Test (%)

Einwirkzeit von 5-ALA (Stunden)

Abb. 15: Zellletalitéit nach PDT in Abhiingigkeit von der ALA-Einwirkzeit. Markierte Signifikan-
zen (p<0,001, *) gesteigerter PDT-Effektivitit bei verldngerter Einwirkzeit von 100pg ALA/ml bzw.
200pg ALA/ml.

32



Hohere extrazelluldire LDH-Aktivititen nach Einwirken von 200pg ALA/ml gegen-
iiber 100pug ALA/ml wurden zwar stets nachgewiesen, die Unterschiede waren je-
doch statistisch nicht signifikant (p>0,25). Keine Signifikanz ergab ebenfalls der
Unterschied bei 50ug ALA/ml im zeitlichen Vergleich (p=0,194).

Der Nachweis der Zellvitalitit im WST-1-Assay (je n=6) stiitzte die Befunde des
LDH-Tests (s. Abb. 16). Fiir eine ALA-Konzentration von 100ug ALA/ml bewirkte
eine Verldngerung der ALA-Inkubationsdauer eine erhohte PDT-Effektivitit
(p=0,002). Zusitzlich zeigte sich jedoch fiir eine Konzentration von 50pug ALA/ml
eine hochst signifikante Abnahme der PDT-Effektivitét bei verldngerter Einwirkzeit
(p<0,001). Die ALA-Konzentration von 200pg/ml wurde, wegen eines im Vorfeld
sondierten Messartefaktes, nicht mittels WST-1-Test untersucht (s. Kapitel 4.1.2 und
Kapitel 4.1.4)
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Abb. 16: Zellvitalitit nach PDT in Abhéingigkeit von der ALA-Einwirkzeit. Markierte Signifikan-
zen (p<0,001, *) steigender bzw. sinkender Zellvitalitdt bei ldngerer Einwirkzeit von 50ug ALA/ml
bzw. 100pg ALA/ml.
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Die, gemdll Kapitel 2.2.1.5 durchgefiihrten, Negativkontroll-Versuche zum LDH-

und WST-1-4ssay zeigten, unter separatem Einfluss von 50ug ALA/ml bzw.

15,6J/cm® Laserenergie, keine signifikante Beeintrichtigung der Zellvitalitit (je

n=4). Dies galt fiir beide Einwirkzeiten von 5-ALA (s. Abb. 17).
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Abb. 17: Mittelwerte relativer Extinktionen der Negativkontrollen im LDH-Test (oberes Dia-
gramm) und WST-1-Test (unteres Diagramm). Kein signifikanter Einfluss von alleiniger 5-ALA
bzw. von alleinigem Laserlicht auf Zellletalitit (oben) bzw. Zellvitalitit (unten).
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3.1.2

PDT-Verstarkung durch Ciprofloxacin

Tabelle 2 und Abb. 18 fassen zusammen, dass die ALA-PDT in Kombination mit
25pg/ml Ciprofloxacin, im WST-1-Assay (je ALA-Konzentration n=6), die Zellvita-
litdt stirker herabsetzte als die ALA-PDT allein. Dies galt insbesondere fiir 5-ALA-

Konzentrationen von 50 bzw. 100pg/ml (p<0,001). Bei den beiden niedrigeren ALA-

Konzentrationen zeigte die obige Aussage lediglich einen Trend zu statistischer Sig-

nifikanz (p=0,1289 bei 12,5pg/ml; p=0,1168 bei 25ug/ml).

Tabelle 2: PDT-Verstirkung durch Ciprofloxacin in Kombination mit verschiedenen ALA-
Konzentrationen. Mittelwerte relativer Extinktionen; Standardabweichungen sind eingeklammert.

ALA ALA ALA ALA
(12,5ug/ml) | (25pg/ml) (50pg/ml) | (100ug/ml)

Ohne Cipro-

Hloraeia 0,870 (0,041) | 0,816 (0,066) | 0,621 (0,113) | 0,374 (0,057)
Mit Cipro-

Hloraeia 0,765 (0,143) | 0,665 (0,196) | 0,037 (0,020) | 0,009 (0,008)
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Abb. 18: PDT-Verstirkung durch Ciprofloxacin. Mittelwerte und Standardabweichungen gemif
Tabelle 2. Markierte Signifikanzen (p<0,001, *) erhohter PDT-Effektivitit bei Kombination von 25ug
Ciprofloxacin/ml mit 50pg ALA/ml bzw. 100pg ALA/ml.
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Abb. 19 zeigt, dass die Negativkontrollen zu den Ciprofloxacin-Versuchen (je n=4),
keine signifikante Reduktion der Zellvitalitit unter alleinigem Ciprofloxacin-Einfluss
ergaben; gleiches galt auch fiir die Kombination von Ciprofloxacin mit 50pg/ml 5-
ALA. Ebenfalls wurde in jenen Negativkontrollen keine signifikante Minderung der
Vitalitdt derjenigen Zellen festgestellt, die nur der definierten Laserleistung ausge-
setzt waren bzw. sich als Standard in der Position des ,,Bestrahlungsblockes* (s. Ka-
pitel 2.1.4) befanden. Es fiel jedoch die signifikant geringere Zellvitalitit in denjeni-
gen Wells auf, die ausschlieBlich 50pug/ml ALA inkubiert hatten (p<0,02). Im Kon-
text der unauffilligen Negativkontrollen zu den Versuchen mit variabler Inkubati-
onszeit von 5-ALA (s. Kapitel 3.1.1) werden diese Ergebnisse in Kapitel 4.1.5 disku-
tiert.

Relative Extinktion im WST-1-Test (%)
S
|

Abb. 19: Ciprofloxacin-ALA-PDT Versuche: Mittelwerte der relativen Extinktionen der Nega-
tivkontrollen in Relation zum Standard, gemall WST-1-Test. Bei den Negativkontrollen zeigte sich
kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den unbehandelten Referenzzellen. Lediglich eine
Konzentration von 50pg ALA/ml zeigte eine erniedrigte Zellvitalitit im Vergleich zur Referenz
(p<0,02, *).
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3.1.3 Etablierung des LDH-Assay im Labor
Bevor ab Kapitel 3.1.4 die Ergebnisse des LDH- und WST-1-4ssay vergleichend

dargestellt werden, seien vorbereitende Versuchsergebnisse zur Etablierung des
LDH-Tests im Neurochirurgischen Labor des UKD dargestellt (s. Kapitel 2.2.1.2).
Diese Vorversuche zeigten, wie in Abb. 20 dargestellt, eine positive Korrelation zwi-
schen der Zahl lysierter Zellen und den daraus resultierenden absoluten Extinktionen
in der 18 Stunden nach ,,Aussden* erfolgten Kolorimetrie, sechs Minuten nach Pipet-
tieren der Reaction Mixture (n=4). Allerdings geht eine Linearitét dieser Korrelation,
im Sinne eines zunehmend asymptotischen Verlaufes, ab Zellzahlen von etwa 2*10*
zum Zeitpunkt der Zelldistribution, offenbar verloren (s. Kapitel 4.1.3). Der Autbau
einer 96-Well-Zellkulturplatte zu einem solchen Versuch ist in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 20: Extinktion im LDH-Assay in Korrelation zur Zahl lysierter Zellen von KT21-MG. Die
absolute Extinktion korreliert positiv mit der Zahl der 18 Stunden vorher ,,ausgeséten” Zellen; zuneh-
mend asymptotisch anmutender Verlauf bei hdheren Zellzahlen.
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Abb. 21: Versuchsplatte zu Abb. 20 nach Kolorimetrie. Die qualitative optische Dichte korreliert
mit der Dichte ,,ausgesiter Zellen in den Well-Quadruplikaten. Linke Spalte: 1000/ul (A) bzw.
2000/ul (B); mittlere Spalte: 5000/ul (C) bzw. 10000/ul (D); rechte Spalte: 20000/ul (E) bzw.
40000/ul (F).

Auch konnte gezeigt werden (n=4), dass die LDH selbst 24 Stunden nach ihrem Aus-
tritt in den EZR in unseren Versuchen keinem objektivierbaren Zerfall unterlag (s.

Abb. 22, gemil Kapitel 2.2.1.2).
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Abb. 22: Extinktion im LDH-Test im Zeitverlauf nach Lysierung von KT21-MG. Ein Nachweis
des LDH-Zerfalls konnte nicht erbracht werden.
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Wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben, wurde beim LDH-Test die Extinktion der ,,Be-
strahlungsblocke* in Relation zum High Control gesetzt. Dessen Zellen wurden erst
zum Zeitpunkt der Versuchsauswertung lysiert und starben folglich nicht schon zum
Zeitpunkt der PDT. Abb. 23 illustriert den daraus resultierenden Messirrtum bei vier-
stiindiger Inkubationszeit von 5-ALA (n=5; p<0,005), der in der Diskussion (Kapitel
4.1.3) weiter ausgefiihrt wird.

105+ —

1004

95-]

90

High Control zur PDT / High Control zur Kolorimetrie (%)

|
4

Inkubationszeiten von 5-ALA (Stunden)

Abb. 23: Relative Extinktion von zum Zeitpunkt der PDT lysierten Kontrollzellen in Relation zu
den relativen Extinktionen des gewdhnlichen High Control im LDH-Test. Vergleich im Rahmen
des PDT-Schemas mit vierstiindiger und 24stiindiger Einwirkzeit von 5-ALA. Signifikant geringere
relative Extinktion des High Control, der zum Zeitpunkt der PDT lysiert wurde (p<0,005, *).

3.1.4 Vergleich zwischen LDH- und WST-1-Test

Vor dem Vergleich beider Nachweisverfahren musste gepriift werden, ob fiir den
WST-1-Test, wie es fiir den LDH-Test notig war (s. Kapitel 3.1.3), eine Ruhezeit
nach PDT von 24 Stunden statt 90 Minuten praktikabel war (s. Abb. 24). Ein signifi-

kanter Unterschied der relativen Extinktion zwischen 90miniitiger und 24stiindiger
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Ruhezeit nach PDT mit vierstiindig eingewirkten 50ug ALA/ml zeigte sich dabei
(n=8; p=0,431) nicht. Die Differenz relativer Extinktionen von 100ng ALA/ml im
Zeitvergleich war jedoch signifikant (n=8; p=0,02, s. Kapitel 4.1.4). Wie in Kapitel
4.1.4 diskutiert wird, wurde darin - aufgrund dieser Analogie zum LDH-Test - kein

Hindernis fiir die vergleichende Durchfiihrung beider Assays gesehen.

Ruhezeit nach PDT
(3150 E24n

1004

50

50

Relative Extinktion im WST-1-Test (%)

407

20
50 100

Konzentration von 5-ALA (pg/ml)

Abb. 24: Relative Extinktionen im WST-1-Test verschiedener ALA-Konzentrationen nach un-
terschiedlicher Ruhezeit nach PDT. Die Abnahme der relativen Extinktion bei 24stiindiger statt
90miniitiger Ruhezeit nach PDT mit 100pg ALA/ml ist signifikant (p=0,02, *).

In der tabellarischen Gegentiberstellung der in Kapitel 3.1.1 dargestellten Ergebnisse
beider Nachweisverfahren zeigt sich, gemil3 der Test-Logik (s. Kapitel 2.2.1.1 und
Kapitel 2.2.1.2), ein tendenziell zueinander inverses Verhiltnis relativer Extinktionen

(s. Tabelle 3 und Abb. 25).
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Tabelle 3: Gegeniiberstellung der Ergebnisse des LDH- und WST-1-Assay. Mittelwerte relativer
Extinktionen zu verschiedenen Szenarien der PDT geméf den Konzentrationen von 5-ALA und ihren
Einwirkzeiten in Stunden (h); Standardabweichungen (SD) sind eingeklammert.

LDH WST-1
ssay-Prinzip
Relative Extinktion Relative Extinktion
ALA-Konz. o (SD) (SD)
Inkubationszeit
50ug/ml iiber 4h 0,130 (0,039) 0,569 (0,019)
50ug/ml tiber 24h 0,076 (0,045) 0,941 (0,007)
100pg/ml tiber 4h 0,272 (0,062) 0,289 (0,097)
100pg/ml iiber 24h 0,510 (0,044) 0,090 (0,060)
200pg/ml iiber 4h 0,296 (0,059) -
200ug/ml tiber 24h 0,527 (0,047) -
100%
90% -
80% -
70% -~
60% -
50% -
40%
30% -
20% =
10%
0% - T T T
ALA 50; 24h ALA 50; 4h ALA 100; 4h ALA 100; 24h

Abb. 25: Gegeniiberstellung von LDH- und WST-1-Test. Mittelwerte relativer Extinktionen (Or-
dinate) gemdl LDH- (rot) und WST-1-4ssay (blau); Abszisse: verschiedene Konzentrationen (dimen-
sionslos dargestellt, jedoch in pg/ml) und Inkubationszeiten (in Stunden, h) von 5-ALA; gleichfarbige
Amplitudenpfeile; Trendlinien (schwarz).

Es ist zu betonen, dass bei den einzelnen Versuchen und vorgeschalteten Sondie-
rungsversuchen der LDH-Assay auch unter der Kombination von hochsten ALA-
Konzentrationen und 24-stiindigen ALA-Inkubationszeiten keine relative Extinktion

von mehr als 59% erreichte. Unter den gleichen Bedingungen befand sich die relative

41



Extinktion im WST-1-4ssay im einstelligen Prozentbereich, zeigte folglich eine

deutlich hohere kolorimetrische Amplitude (s. Blockpfeile in Abb. 25).

3.2 Spektrometrie von PPIX-Verdiinnungsreihen
Fiir die Wellenldngen A= 406nm bzw. 620nm wurde bei allen Messungen stets die

hochste Fluoreszenzintensitit (in Willkiireinheiten, a.u.) angezeigt, wenngleich mit
einer 405nm-LED angeregt wurde und sich das stirkste PPIX-Fluoreszenzsignal be-
kanntermaflen bei 635nm befindet (s. Kapitel 2.2.2 und Kapitel 4.2).

Die Ergebnisse (n=6) in Tabelle 4 zeigen in der Zusammenschau eine stetige, mode-
rate Zunahme der Rotfluoreszenz bei Verdoppelung der PPIX-Konzentration. Diese

Korrelation ist jedoch nicht linear, wie auch Abb. 26 zeigt.

Tabelle 4: Spektrometrische Ergebnisse der PPIX-Verdiinnungsreihe. Fett: PPIX-Konzentra-
tionen in pg/ml; ,,Rot* bzw. ,,Blau*: Mittlere Fluoreszenzintensititen in 100a.u. bei A=620nm bzw.
A=406nm; B/R: ,,Blau-Rot-Quotient* (s. Kapitel 2.2.2); Standardabweichungen sind eingeklammert.

0 0,1563 | 0,3125 | 0,625 | 1,25 2.5 5 10 20
Rot 11,54 12,39 13,00 13,26 | 13,95 | 14,99 | 17,69 | 21,75 | 24,59
(0,77) (0,53) (0,92) | (0,67) | (0,90) | (1,18) | (1,13) | (3,32) | (4,05)
Blau 615,2 607,2 572,9 523,1 | 438,9 | 281,7 | 192,1 | 203,6 | 222,5
(18,9) (35,2) (24,4) | (28,4) | (42,3) | (33,0) | (57.4) | (72,4) | (93,8)
B/R 53,31 49,01 44,07 39,45 | 31,46 | 18,79 | 10,86 9,36 9,05
(3,75) (2,65) (3,83) | (3,26) | (3,40) | (3,19) | (1,85) | (3,05) | (2,38)
60 - 600 |1l 1 60
50 500 50 [ I
40 400
30 300

| II
\ 40 - I
I 30
20 I I i II 200 |‘ i 20 1
e T

Abb. 26: Spektrometrische Ergebnisse der PPIX-Verdiinnungsreihe. Abszisse: Steigende PPIX-
Konzentrationen (0,15625pg/ml; 0,3125ug/ml; 0,625pg/ml; 1,25pg/ml; 2,5ug/ml; Spg/ml; 10pug/ml;
20ug/ml). Ordinate: Mittlere Signalintensititen (in 100a.u.) iiber definierten Wellenldngen (rot:
A=620nm; blau: A=406nm). Violett: ,,Blau-Rot-Quotient®; grau: Negativkontrollen ohne PPIX.
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Auch konnte festgestellt werden, dass eine Zunahme der Rotfluoreszenz bei den
PPIX-Verdiinnungen bis einschlielich Spug/ml mit einer Abnahme der Signalintensi-
tit auf der blauen Exzitationswellenldnge einherging. Dies flihrte zum Abfallen des
,»Blau-Rot-Quotienten* (B/R), welches allerdings bei den drei hochsten PPIX-
Konzentrationen stagnierte - mit steigender Rotlicht-Intensitdt nahm die Blaulicht-
Intensitdt nicht mehr signifikant ab (s. Kapitel 4.2).

Bereits das Rotlicht-Signal bzw. der ,,Blau-Rot-Quotient der geringsten PPIX-
Konzentration von 0,15625ug/ml war hoher bzw. geringer als die entsprechenden
Werte der Negativkontrollen (p<0,025). Die Abnahme des Blaulicht-Signals war
allerdings erst ab 0,3125pg PPIX/ml signifikant (p<0,005).

Tabelle 5 zeigt anhand spektrometrischer Graphen eines Versuches, dass das unter-
suchte PBS keine PPIX-Fluoreszenz zeigte, obwohl die Fluoreszenz kleinster PPIX-
Konzentrationen spektrometrisch erfasst werden konnte. Oft war nach mehrfachem
Ausspiilen der Quarz-Kiivette, wihrend der sogenannten ,,Reinigungskontrollen® (s.

Kapitel 2.2.2), ein — zumindest kaum sichtbarer — PPIX-Signalgipfel zu erkennen.
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Tabelle 5: Graphen zur PPIX-Fluoreszenz gemifl Spektrometrie. Die Skalierung der Graphen ist

in den entsprechenden Spalten dargestellt.

Spektrometrische Ubersicht *VergroBerter Ausschnitt
(x: 350-800nm; y: 0-70000a.u.) | (x: 575-725nm,; y: 0-2500a.u.)
PBS-
Negativ-
Kontrolle
Dxe
0,15625ug
PPIX/ml S - S
*
2.5ug
PPIX/ml S/ S
JX *
20ug
PPIX/ml
J «

In allen Versuchen =zeigte sich auch bei den kleinsten gemessenen PPIX-

Konzentrationen eine mit bloBem Auge sichtbare Fluoreszenz. Abb. 27 zeigt foto-

graphische Aufnahmen, auflerhalb der Versuchsreihe, die dies dokumentieren.
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Abb. 27: Makroskopisch wahrnehmbare qualitativ konzentrationsabhéingige PPIX-Fluoreszenz
unter Blaulichtbestrahlung. Links: 0,15625ug PPIX/ml; rechts: Sug PPIX/ml. Manuelle Spektro-
metrie in Safe-Lock Tubes.

3.3 Versuche in der Zusammenschau
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche mit ihren Fragestellungen werden in

Abb. 28 schematisch zusammengefasst.
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Abb. 28: Alle Versuche im Flussdiagramm. Die wesentlichen Inhalte des Ergebnisteils sind fettgedruckt hervorgehoben.
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4 Diskussion
4.1 Zur Quantifizierung der PDT-Effektivitat

Die Versuchsmethodik wird hinsichtlich ihrer Spannungsfelder beziiglich Zellzahl,
Umwelteinfliisse, Pipettier-Vorgang, Materialien und der Vergleichbarkeit mit einem

In-vivo-Modell kritisch beleuchtet.

41.1 Versuchsdurchfiihrung

4.1.1.1 Zellzahlen

Die tatsdchliche Zahl der Zellen in den unterschiedlichen Wells blieb zum Zeitpunkt
der Versuchsauswertung unklar. Zum einen war dies bedingt durch das naturgemal3
weniger prazise manuelle Verfahren bei der Zelldistribution (s. Kapitel 2.1.4). Schét-
zungen iber die Zellzahl wurden, auf der anderen Seite, durch proliferationsbrem-
sende Umweltfaktoren erschwert. Hierzu zdhlt die, wenn auch geringe, Reduktion
der Proliferationsrate jener Meningeomzellen in eiweillireduziertem Ndhrmedium
(DMEM) (s. Kapitel 2.1.2) [66]. Der abnehmende Platz fiir KT21-MG im zelluldren
Monolayer des Well hat sich mit zunehmender Versuchsdauer vermutlich ebenfalls
bremsend auf Zellproliferation und -metabolismus ausgewirkt (s. Kapitel 4.1.2 und
4.1.3). Abb. 29 zeigt lichtmikroskopisch die das Well fiillende Dichte von Kontroll-
Zellen 66 Stunden nach Zelldistribution. Im Falle der 24stiindigen ALA-Einwirkzeit

inkubierten diese Zellen weitere 20 Stunden.

47



Abb. 29: Zelldichte im Well 66 Stunden nach Zelldistribution von 10* Zellen/Well. Lichtmikro-
skopie, 40fache VergroBerung. Eingezeichneter Maf3stab (roter Querbalken) betragt 100um. Der Bo-
den des Well ist vollstdndig mit dem Zellrasen bedeckt. Herstellungsartefakte am Boden der Mikroti-
terplatte sind rechts im Bild als vertikale Linien zu sehen.

Ein theoretisches Modell zu ungebremster Zellzahlentwicklung ldsst sich aus den
Versuchsergebnissen des WST-1-4ssay ableiten (s. Abb. 30). Angesichts der Resul-
tate zur Etablierung des LDH-Tests (s. Kapitel 4.1.3) und des lichtmikroskopisch

dokumentieren Raummangels (s. Abb. 29) ist allerdings mit einer Deckelung der

maximalen Zahl von KT21-MG im Well bei deutlich weniger als 10° Zellen zu rech-

nen.
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Abb. 30: Theoretisches Modell ungebremster Entwicklung der Zellzahl im Well bei KT21-MG
im Versuchsablauf verschiedener PDT-Szenarien. Zelluntergang gemif den relativen Extinktionen

im WST-1-Assay.
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Fiir Zellen widrige und schwankende Umweltbedingungen, hinsichtlich Temperatur
und Gas-Partialdriicken, bestanden zwischen dem ,,Waschen“ und dem Ende der
Laser-Bestrahlung. Im Inkubator betrug die Temperatur 37°C und der CO»-Anteil
5%. Wihrend der Versuchsschritte aulerhalb des Inkubators glichen sich die 96-
Well-Platten rasch der Zimmerluft an. Durch Sauerstoffangebot, Glucose-Gehalt,
Temperatur und pH-Wert wird nicht nur die Zellproliferation, sondern vermutlich
auch die PDT selbst beeinflusst [71-74]. Manuelles Pipettieren vermag ebenfalls die
Zellkultur zu beeintrachtigen. Abb. 31 zeigt den, wiederholt objektivierten, fokalen
Schaden am zelluldren Monolayer, der durch das ,,Waschen* verursacht wurde (s.
Kapitel 2.2.1). An dieser Stelle war die Spitze der Pipette nahe am Boden des Well
und konnte moglicherweise durch ihren Sog mehrere Zellen aus ihrem Monolayer

16sen.

Abb. 31: Fokal ladiertes zelluliires Monolayer nach Pipettieren im Well. Lisionen sind mit Sternen
markiert. Lichtmikroskopische Aufnahme, 40fache VergroBerung. Eingezeichneter Maf3stab (roter
Querbalken) betragt 100pum.
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4.1.1.2 Vergleichbarkeit mit einem /n-vivo-Modell
Die Vergleichbarkeit unserer Versuche mit einem /n-vivo-Modell soll, neben den o.g.

Umweltfaktoren, auch hinsichtlich klinischer, pharmakologischer und neoplastischer
Aspekte diskutiert werden.

Die Pharmakokinetik und -dynamik eines prdoperativen oralen ALA-Bolus im
menschlichen Korper ldsst sich im /n-vitro-Modell nicht imitieren. Im Gegensatz zu
einer stetigen Elimination des Pharmakons in vivo ist man in vitro gezwungen, fiir
die Dauer einer definierten Einwirkzeit, eine fixe ALA-Konzentration zu verwenden.
Jene ALA-Konzentration ist als relativ feststehend zu betrachten, da sie nur durch
den Metabolismus der Meningeomzellen, oder durch den fortschreitenden physika-
lisch-chemischen Verfall im Ndhrmedium abnehmen konnte [75]. Die menschliche
Blut-Hirn-Schranke wurde in unseren Versuchen ebenfalls nicht imitiert. Sie kann
die Aufnahme des lipophoben Molekiils 5-ALA begrenzen [76], wenngleich in Tu-
moren ihre Permeabilitit typischerweise erhoht ist [77, 78]. Uberdies konnte die der
PPIX-Akkumulation moglicherweise abtrdgliche und variable Tumorperfusion in
vitro nicht nachgeahmt werden [57, 79]. Auf die vermutlich niedrigeren Gewebekon-
zentrationen von 5-ALA bzw. PPIX in vivo wird bei der Diskussion der Versuche
mit ldngerer ALA-Einwirkzeit weiter eingegangen (s. Kapitel 4.1.2).

Mit Blick auf einen Tumor, ist der Sonderstatus von Tumorzelllinien zu betonen.
Haufig verfligt Hirntumorgewebe iiber eine zytologisch-histologische Vielfalt. Diese
Pluralitét, iiber die eine Tumorzelllinie nicht verfligt, ist mitunter Grund ungleicher
PPIX-Akkumulation in der selben Neoplasie [25]. AuBerdem ist hervorzuheben, dass
ein zelluldres Monolayer in seiner Zweidimensionalitdt der dreidimensionalen Tu-
mormasse in vivo nicht gerecht wird [80]. Einerseits erhohen die vielen Zell-Zell-
Kontakte des dreidimensionalen Tumors vermutlich dessen Porphyrin-Metabolismus
[81]. Andererseits lassen einschichtig gewachsene Tumorzellen den Laser im Rah-
men der PDT weit umfassender durchdringen. In vivo erreicht Laserlicht von 630nm
Wellenldnge eine Reichweite von wenigen Millimetern, bevor seine Intensitit auf

etwa 37% fallt [82]. Dem wurde in der hiesigen Arbeit dadurch Rechnung getragen,
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dass - im Verhéltnis zur klinischen PDT - die angewandte Laserenergie, mit
15,6]/cm? und einem Fluss von 25mW/cm? niedriger angesetzt wurde (s. Kapitel

2.2.1)[83, 84].

41.2 PDT-Verstarkung bei langerer ALA-Inkubation
Die von der 5-ALA-Konzentration abhédngige Beeinflussung der PDT-Effektivitit

durch Inkubationszeitverlangerung (s. Kapitel 3.1.1) ldsst sich mit dem Verhalten der
Héam-Biosynthese und den zelluldren Transportvorgéngen und Zerfallsprozessen der
Porphyrin-Metaboliten erkliren.

Bekanntermallen wird durch die exogene Zufuhr von 5-ALA die Schrittmacherreak-
tion der 5-ALA-Synthase umgangen. Dadurch wird die vermutlich niachst langsame-
re Porphobilinogen-Desaminase (PBGD) zum Schrittmacherenzym [49, 50] (s. Kapi-
tel 1.2.1). In der Him-Biosynthese formen sich zwei Molekiile 5-ALA zu Porphobi-
linogen. Experimentelle 5-ALA-Konzentrationen von 100pg/ml entsprechen 763uM
5-ALA und resultieren somit theoretisch in 381,5uM Porphobilinogen (PBG). Fiir
die PBGD menschlicher Erythrozyten wurde eine Michaelis-Konstante (Km) von
6,2uM bei pH 8,2 beschrieben (s. Abb. 32) [85]. Andererseits wurde an einer huma-
nen Kolonkarzinom-Zelllinie und an Kleinhirngewebe der Ratte eine Kinetik der
PPIX-Synthese demonstriert, die ihr Plateau teilweise erst nach vierstiindiger Inkuba-
tionszeit von 5-ALA-Konzentrationen von 1,0mM bis 1,5mM erreichte [86, 87] (s.
Abb. 33). Es sei zundchst angenommen, dass die PBGD der verwendeten Meninge-
omzellen einer dhnlichen Enzymkinetik wie in menschlichen Erythrozyten unter-
liegt. Demnach wére in vitro mit einer nahezu maximalen PBGD-

Reaktionsgeschwindigkeit zu rechnen.
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Abb. 32: Michaelis-Kinetik der PBGD in menschlichen Erythrozyten. Modifiziert nach [85].
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Abb. 33: PPIX-Synthese nach vierstiindiger Einwirkzeit von 5-ALA unterschiedlicher Konzent-
rationen am Beispiel der Kolon-Karzinom-Zelllinie WiDr. Modifiziert nach [85].
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Selbst bei experimentell niedrigeren Konzentrationen von 5-ALA, liefe die PPIX-
Synthese zunichst mit sehr hoher Geschwindigkeit. Erst mit zunehmendem Substrat-
verbrauch wiirde sie allmdhlich gebremst werden. Logischerweise tritt ein Substrat-
verbrauch bei geringeren ALA-Konzentrationen frither als bei hoheren Konzentrati-
onen auf. Die folglich fiir die submaximale PBGD-Reaktionsgeschwindigkeit relativ
unerheblichen ALA-Konzentrationsunterschiede zwischen 100 bzw. 200pug/ml kénn-
ten somit deren nicht signifikanten Unterschied der Zytoletalitit erkldren (s. Kapitel
3.1.1).

Unter der Annahme einer Plateaubildung der PPIX-Synthese bei noch héheren ALA-
Konzentrationen ist nicht der Substratverbrauch als entschleunigend anzusehen, son-
dern vielmehr die nicht die Reaktionswege séttigenden ALA-Konzentrationen (s.
Abb. 33). Dadurch wiirde sich ebenfalls die Zunahme der PDT-Effektivitit bei mog-
lichst hohen ALA-Konzentrationen erkldren. Die Grenzkonzentration zur Sattigung
liege dabei, angesichts der im LDH-Test geringen Differenzen zwischen 100pg A-
LA/ml und 200ug ALA/ml, vermutlich niedriger.

Die sehr hohe ALA-Konzentration von 200ug/ml wurde mittels WST-1-Test nicht
untersucht. Im WST-1-4ssay zeigte sich ndmlich in vorldufigen Versuchen eine pa-
radoxe Zunahme der Kolorimetrie bei dieser Konzentration. Ein dhnliches Phinomen
unter hohen Dosierungen des zytotoxischen Chloroquin wurde bereits in der Vergan-
genheit als Messartefakt des mit dem WST-1-Test stark verwandten MTT-Tests ein-
geschétzt ohne dabei eine Ursache gefunden zu haben [63].

Export und physikalisch-chemischer Zerfall von Him-Metaboliten mindert die zellu-
lare Akkumulation von Porphyrinen [13, 17, 75]. Modellhaft unterstellt Abb. 34 in
der Summe ein Uberwiegen hebender bzw. senkender Einfliisse auf die intrazellulire
PPIX-Konzentration. Dabei wird von einem dynamischen Ungleichgewicht der

gleichzeitig auftretenden, oben genannten, Faktoren ausgegangen.
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Abb. 34: Theoretisches Modell zum Einfluss der Inkubationsdauer auf die PPIX-Konzentration
bei unterschiedlichen ALA-Konzentrationen. Ordinate: Intrazelluldre PPIX-Konzentration in Ab-
héngigkeit von der pipettierten 5S-ALA-Gabe. Blitz-Symbole: Zeitpunkte der PDT, vier bzw. 24 Stun-
den nach Zusatz von 5-ALA.

Ob die in vitro nachgewiesene Erhohung der PDT-Effektivitit so auch in vivo in Me-
ningeomgewebe zu erreichen ist, hingt vom Zusammenspiel komplexer pharmako-
logischer Prozesse ab. Das genaue Wirken dieser Faktoren ist in kiinftigen Studien
weiter zu untersuchen. Hierbei wird man auf einige klinische Daten, die bereits im
Zusammenhang mit der sicheren Anwendung der klinischen PDT an Gliomen ge-
sammelt wurden, zuriickgreifen konnen [30, 88, 89]. Zur Maximierung zerebraler
PPIX-Konzentrationen ist, neben der Erh6hung der Dosis von 5-ALA, die Rolle al-
ternativer Photosensitizer zu eruieren. Beispielsweise wurde die Bedeutung der Lip-
ophilitit von Estern, wie beispielsweise Hexyl-ALA, zur Uberwindung von Zell-
membranen mit folglich gesteigerter zerebraler PPIX-Synthese herausgestellt [90-
92].
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Die neurochirurgisch iibliche Dosierung von 20mg ALA/kg KG hat ein bekannter-
malen geringes Aufkommen unerwiinschter Arzneimittelwirkungen [89]. Der poten-
ziellen Phototoxizitdt von ALA kann, durch Vermeidung einer direkten Sonnenlicht-
exposition in den ersten 24 bis 48 Stunden nach Verabreichung, effektiv begegnet
werden [93]. Um ein Mehrfaches hohere gewichtsadaptierte Dosen von ALA fanden
in anderen Disziplinen der PDT, mit insgesamt gilinstigem Nebenwirkungsprofil,
Verwendung [55]. Als gelegentliche bis hédufige Nebenwirkungen wurden dabei
Ubelkeit, Erbrechen, miBiger Blutdruckabfall und klinisch inapparente, reversible
Hepatotoxizitit beschrieben [55, 94, 95]. Neurotoxizitit konnte nur bei Patienten mit
bekannter akuter intermittierender Porphyrie objektiviert werden [96]. Auch mdgli-
che lokale Nebenwirkungen sind zu beriicksichtigen. So wird nahegelegt, dass mit
steigender Gewebekonzentration von PPIX die PDT-induzierte Zytotoxizitdt an ge-
sunden Neuronen steigen konnte [56, 95, 97].

Dennoch ermutigt das insgesamt giinstige Nebenwirkungsprofil groBerer ALA-
Dosierungen zum Test hoherkonzentrierter praoperativer ALA-Boli in neurochirurgi-

schen Studien.

41.3 Etablierung des LDH-Tests
Der LDH-Test zeigte im Vergleich zum WST-1-Test geringere Amplitudenverinde-

rungen nach PDT (s. Kapitel 3.1.4, Abb. 25). Fiir allgemeine Aussagen zum PDT-
induzierten Schaden war der LDH-Test also weniger sensitiv als der WST-1-Assay.
Ein moglicher Schluss ist, dass in unseren Versuchen die PDT der allgemeinen Zell-
vitalitit stirker als der Zellmembran schadete (s. Kapitel 1.3).

Es konnte fiir den LDH-Test ein konzeptioneller Fehler objektiviert werden. So
ergab sich beim Versuchsaufbau bei vierstiindiger ALA-Inkubationszeit eine Extink-
tionsdifferenz zwischen den zum PDT-Zeitpunkt und den erst am Versuchsende ly-
sierten Zellen des High Control (s. Kapitel 3.1.3, Abb. 23). Dies ldsst sich mit der
verbleibenden rdumlichen und zeitlichen Kapazitit zur Zellproliferation erkldren

[66].
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Mit dem Proliferationsverhalten ist ebenfalls die kolorimetrische Séttigungstendenz
erklart. Bei hoheren Zellzahlen schwéchte sich der lineare Zusammenhang zur Opti-
schen Dichte zunehmend ab (vgl. Kapitel 3.1.3, Abb. 20). Eine weitere Séttigungser-

scheinung wird im folgenden Kapitel diskutiert.

41.4 Vergleich zwischen WST-1- und LDH-Test
Nachdem in Kapitel 4.1.3 das Verhalten des LDH-Tests in unseren Versuchen disku-

tiert wurde, sollen nun Unterschiede und Gemeinsamkeiten mit dem WST-1-Assay
analysiert werden.

In der Ergebnisauswertung wurde festgestellt, dass der LDH-Assay unter definierten
Voraussetzungen der PDT eine Zytoletalitit von durchschnittlich 51% auswies. Der
WST-1-Test belegte jedoch nach PDT unter den gleichen Bedingungen eine verblei-
bende Zytovitalitit von 6,6% (s. Kapitel 3.1.4). Dies gibt Grund zur Annahme, dass
der WST-1-Assay den PDT-Erfolg in unseren Versuchen sensitiver nachgewiesen
hat. Analog zum LDH-Test zeigte auch der WST-4ssay, wenn auch in geringerer
Ausprigung, eine mit lingerer Ruhezeit nach PDT verstirkte Abnahme der Zytovita-
litat (s. Kapitel 3.1.4).

Da der WST-1-4ssay, als indirekter PDT-Effektivititsnachweis, Auskunft iiber die
verbliebene Zellvitalitit gibt (s. Kapitel 1.3), scheint diese stirker durch die PDT
betroffen zu sein als die Zellmembranintegritét, die eher mit dem LDH-Test gepriift
wird.

Messartefakte lieBen sich in der Anwendung beider Assays ausmachen. Im WST-1-
Assay war es vermutlich ein paradoxes, dem Test innewohnendes, Messartefakt (s.
Kapitel 4.1.2). Das Artefakt des LDH-Tests erwuchs aus dem Versuchskonzept (s.
Kapitel 4.1.3). Ein gemeinsames Artefakt, in der Anwendung beider kolorimetrischer
Tests, war die nicht lineare Zunahme des Farbumsatzes im Zeitverlauf (s. Abb. 35).
Dieser Umstand miindete, mit zunehmend maximaler Extinktion von Standard (im
WST-1-Test) bzw. High Control (im LDH-Assay), in einer artifiziellen Erhohung der

relativen Extinktionen in den geringer extingierenden Wells. Daher wurde stets ange-
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strebt die experimentellen Daten dann zu erheben, wenn die Extinktion des Standard
bzw. High Control bei einem absoluten Zahlenwert von 1,0 bis 1,8 lag. In diesem
Sinne wurde grundsétzlich die kolorimetrische Ablesung nach fiinf Minuten durchge-
fiihrt. Der dargestellte Fehler wurde dadurch stark limitiert. Diese zeitliche Standar-
disierung erlaubte auch den Verzicht auf die reaktionsbeendende Stop Solution des

LDH-A4ssay (s. Kapitel 2.2.1.2).
3,5

3

2,5

15

1

60%

60%

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 25 min

Abb. 35: Sittigung der Zunahme der Optischen Dichte im Zeitverlauf. Extinktion in einem LDH-
Test (Ordinate) zu verschiedenen Ablesezeitpunkten (Abszisse), am Beispiel eines, 36 Stunden nach
Ausséen von 10* Zellen, lysierten High Control (blaue Kurve). Fiktive Extinktionsentwicklung des
High Control ohne Sittigungsverhalten (schwarze Gerade) und beispiclhafte Extinktionen von Wells
des ,,Bestrahlungsblockes* (rote Rauten), mit den dazugehdorigen relativen Extinktionen, sind einge-
zeichnet (Fiktives Soll: schwarze Prozentangaben; Ist: blaue Prozentangaben).

Tabelle 6 zeigt gegeniiberstellend die wichtigsten Merkmale beider Tests bei An-

wendung in unserem Modell.
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Tabelle 6: Reflektierende Gegeniiberstellung vom LDH- und WST-1-Test.

WST-1-Assay LDH-Assay
Indirekter Zelltodnachweis Direkter Zelltodnachweis durch
durch Erfassung von Schéden an | Erfassung von Zellmembranper-
Konzept Zellorganellen; theoretisch be- | meabilitét; theoretisch besonders
sonders geeignet zum Apoptose- | geeignet zum Nekrose-Nachweis
Nachweis [69] [63]

Hoch, bei fortgeschrittenem MaiBig, bei fortgeschrittenem Zell-

Sensitivitat | ;1104 im hiesigen PDT-Modell tod im hiesigen PDT-Modell

Konzeptionelles Messartefakt (s.
Am ehesten technisches Messar- Kapitel 3.1.3); aufwendigere
Nachteile tefakt nach Verwendung sehr Durchfiihrung, notwendiger Ver-
hoher ALA-Konzentrationen zicht auf Stop Solution (s. Kapitel
2.2.1.2)

41.5 PDT-Verstarkung durch Ciprofloxacin

Wie in anderen wissenschaftlichen Arbeiten, zeigte sich in unseren Versuchen eine
Verstiarkung der PDT-Effektivitit durch den Eisen-Chelator Ciprofloxacin [58, 59],
der in dieser Funktion die Akkumulation von PPIX fordert (s. Kapitel 1.2.3). Die
Kombination von Ciprofloxacin mit ALA war singuldrem ALA in Konzentration von
50pg/ml und 100pg/ml hinsichtlich der PDT-Effektivitdt deutlich iiberlegen (s. Kapi-
tel 3.1.2, Abb. 18).

Uberdies legen die Ergebnisse nahe, dass insbesondere im Bereich zwischen
25pg/ml bis 50pg/ml schon kleinere Erh6hungen der mit Ciprofloxacin kombinierten
5-ALA-Konzentration eine weit {iberproportionale Steigerung der PDT-Eftfektivitét
bewirkten. So flihrten 50ug 5-ALA/ml statt 25ug 5-ALA/ml in Kombination mit
Ciprofloxacin zu einem drastischen Riickgang der relativen Tumorzellvitalitit: im
Mittel von 66,5% auf 3,7%. Bei 100ug 5-ALA/ml wurde die Zytovitalitit gar auf
0.9% gesenkt.

In der Auswertung der Negativkontrollen gemdll Protokoll der Ciprofloxacin-

Versuche war die signifikant verminderte Extinktion, unter ausschlieBlicher Einwir-
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kung von 50pug ALA/ml, auffillig. Dies wurde in keiner anderen ALA-
Negativkontrolle festgestellt (s. Kapitel 3.1.1). Als ursdchlich fiir dieses alleinstehen-
de Ergebnis werden praktische Fehler in der Versuchsdurchfiihrung der Negativkon-
trollen angesehen. Aus der Literatur ist zwar bekannt, dass 5-ALA in héheren Dosen
iiber Zytotoxizitdt verfiigt [58, 98-101], allerdings zeigt ALA bei Konzentrationen
von bis zu 1mM keine kolorimetrisch fassbare Minderung der Zellvitalitit [59]. Eine
solche war auch in keinem weiteren Versuchsprotokoll dieser Arbeit detektiert wor-
den.

Bei Uberlegungen zur Ubertragbarkeit der Versuchsergebnisse auf ein In-vivo-
Modell bzw. in die Klinik seien, neben der allgemeinen Methodenkritik (Kapitel

4.1), pharmakologische Aspekte von Ciprofloxacin hervorgehoben.
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Abb. 36: PPIX-Synthese in Abhiingigkeit der Koinkubation von ALA und Fluorochinolonen.
l16stiindige Koinkubation von ImM ALA mit verschiedenen Fluorochinolon-Konzentrationen. Modi-
fiziert nach [59].
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Ohgari et al. dokumentierten in Thren Untersuchungen ein Plateau der maximalen
PPIX-Synthese unter 50-100uM Ciprofloxacin, das mit ALA koinkubierte. Hohere
Ciprofloxacin-Konzentrationen vermochten aufgrund ihrer Zytotoxizitdt [59], die
Bildung von PPIX nicht zu steigern (s. Abb. 36). Analog wurden 25ug Ciprofloxa-
cinhydrochlorid/ml, entsprechend 68uM Ciprofloxacinhydrochlorid, in der hiesigen
Arbeit verwendet. Gleichzeitig liegt diese Konzentration unter dem Serumgipfelspie-
gel von 43ug Ciprofloxacin/ml, der nach einer zweiwdchigen Hochdosis-Therapie
bei einem Menschen beschrieben wurde [102]. In klinisch iiblicher Dosierung bleibt
jedoch, auch nach repetitiven und intravendsen Dosen, die maximale Serumkonzent-
ration von Ciprofloxacin in pg/ml im niedrigen bis mittleren einstelligen Bereich
[103-106]. Da allerdings die Hirngewebskonzentration von Ciprofloxacin seinen
Serumspiegel zu iibertreffen vermag [107], Hirntumore eine Stérung der Blut-Hirn-
Schranke aufweisen, auch kleinere Ciprofloxacin-Konzentrationen bei ausreichender
ALA-Konzentration fiir eine erhebliche PPIX-Synthesesteigerung reichen [59] (s.
Kapitel 4.1.2), Retardpraparate des Fluorochinolons eine fiir die Photodynamik giins-
tigere Pharmakokinetik bergen [108] und ein prdoperativ hochdosiertes Ciprofloxa-
cin-Regime in der zu erprobenden Ciprofloxacin-gestiitzten ALA-PDT/PDD vertret-
bar erscheint [102], ist eine zufriedenstellende Ubertragbarkeit auf ein In-vivo-

Modell zu erwarten.

4.2 Spektrometrie von PPIX-Verdunnungsreihen
In Teil-Analogie der, fiir die hiesige Etablierung des Settings mafigeblichen, Publika-

tion von Kim et al. gelang eine Bestimmung des spektrometrisch erfassten Signals in
willkiirlichen Einheiten (arbitrary units, a.u.) [38]. Dies ermoglichte eine relative
Fluoreszenz-Quantifizierung. An optisch streuenden Lipid-Oberflichen mit gleicher
PPIX-Konzentration, sogenannten ,,Phantomen®, zeigte sich in den Untersuchungen
von Kim et al. eine Schwankungsbreite um mehr als das Vierfache. Im Gegensatz
dazu wird die geringere Standardabweichung der hier dargestellten Versuche auf die

hiesigen MaBBnahmen zur mechanischen Fixierung der Sonde, auf die Mittelung aus
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je 100 Einzelmessungen pro Messvorgang und auf das Nicht-Abschalten des Sys-
tems zwischen den Messungen zuriickgefiihrt. Die in Kapitel 3.2 dargestellten, den-
noch recht grolen Standardabweichungen, resultieren wahrscheinlich aus dem Ab-
schalten des Systems zwischen den einzelnen Versuchstagen und ebenfalls dem ma-
nuellen Ansetzen neuer PPIX-Konzentrationen am jeweiligen Versuchstag, mit den
einschldagigen Ungenauigkeiten.

Ziel war es ebenfalls iiber einen zusitzlichen Parameter zur relativen Aussagekraft
der Signalintensitdten zu verfiigen. Dafiir verwendeten wir den Blau-Rot-Quotienten
(B/Q) [37], berechnet aus den Signalgipfeln in a.u. bei 406nm und 620nm (s. Kapitel
3.2). Die Standardabweichungen des B/Q zeigten bei allen PPIX-Konzentrationen
eine dhnliche Grofenordnung — anders als bei der Gesamtbetrachtung isolierter Sig-
nalintensitdten bei 406nm bzw. 620nm. Folglich vermochte die definierte Blaulicht-
Intensitit die, durch die System-Kalibrierung beim Neustart entstandenen Anderun-
gen des Rotlichtsignals, zu relativieren (vgl. Kapitel 2.2.2).

Im Gegensatz zu Kim et al. wurden in den hiesigen Messungen auch PPIX-
Konzentrationen von 10ug/ml und 20pg/ml untersucht. Bei deren Auswertung fiel
auf, dass bei steigender Rotfluoreszenz der Blaulicht-Gipfel nicht mehr abfiel, son-
dern stagnierte (s. Kapitel 3.2, Abb. 26). Moglicherweise ist dies mit der Verdichtung
des gelosten PPIX in Losung zu erkldren, welches das Anregungslicht nicht nur wei-
ter zu absorbieren, sondern zunehmend zu reflektieren vermochte.

Die Kontrolle des Isopropanol-Reinigungserfolges der fiberoptischen Sondenspitze
nach Abschluss der Messreihe erwies sich als notwendig und offenbarte nicht nur die
hohe Sensitivitit des Verfahrens, sondern auch eine stetige methodische Herausfor-
derung: Die Hartnédckigkeit von gelostem PPIX, insbesondere in einer Konzentration
von 20pg/ml, zwang zu mehrfacher griindlicher Reinigung an den Oberfldchen von
Sonde und Quarz-Kiivette, bevor ein Signalgipfel bei 620nm nach Anregung mit

Blaulicht spektrometrisch nicht mehr erfassbar war.
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4.3 Zukunftsperspektiven

Die Effektivitdtssteigerung der Photodynamik durch Ciprofloxacin und mdglichst
hohe ALA-Konzentrationen wurde in dieser Arbeit an Meningeomzellen demons-
triert. Durch die nun mehrjdhrige klinische Erfahrung mit ALA und die breite medi-
zinische Anwendung von Ciprofloxacin erscheinen beide Substanzen als tauglich fiir
kiinftige Phase-II-Studien an Meningeom-Patienten [8]. Dabei konnte in den Inter-
ventionsarmen einer Studie die fiir Gliome etablierte Photodynamik verglichen wer-
den mit dem photodynamischen Effekt nach prédoperativem Hochdosis-ALA-Bolus
bzw. nach Ciprofloxacin-Behandlung; ein weiterer Studienarm, der beide Pharmaka
kombiniert, erscheint ebenfalls sinnvoll. Geméall dem aktuellen wissenschaftlichen
Kenntnisstand ergeben sich somit Perspektiven die Prognose von Hirntumorpatienten

mit den Moglichkeiten der PDD und PDT weiter zu verbessern.
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5 Schlussfolgerungen
5.1 Zur Effektivitatssteigerung der PDT

Die Effektivitit der PDT lie sich in unserem Versuchsaufbau mit einer immortali-
sierten Zelllinie eines humanen anaplastischen Meningeoms verdndern. Experimen-
tell modulierte Einflussgrof3en waren dabei die Konzentration von 5-ALA, die Ein-
wirkzeit von 5-ALA vor PDT und die simultane Inkubation mit Ciprofloxacin. Eine
hochst signifikante PDT-Verstirkung lieB sich durch eine um 20 Stunden verlidngerte
5-ALA-Inkubationszeit bzw. unter FEinfluss von Ciprofloxacin bei ALA-
Konzentrationen ab 100pug/ml bzw. 50ug/ml nachweisen. Eine hohere Inkubations-
dauer vermochte jedoch auch den PDT-Effekt bei niedrigen ALA-Konzentrationen
(50pg/ml) zu reduzieren. Der Nachweis der PDT-Effektivitit gelang iiber Nachweis-
verfahren von Zytoletalitit (LDH-Assay) bzw. Zytovitalitit (WST-1-4ssay). Der
WST-1-Test erwies sich in unserem Versuchsprotokoll als sensitiver.

Die grundséitzlichen Erkenntnisse dieser /n-vitro-Arbeit sind, mit Einschrankungen,
auf ein In-vivo-Modell iibertragbar. Zukiinftige Tumorforschung moge zeigen, wel-
chen tatsdchlichen Einfluss insbesondere die genannten pharmakologischen Heraus-

forderungen in vivo haben.

5.2 Zur Etablierung fiberoptischer Spektrometrie

Unsere Versuche haben gezeigt, dass eine gute Einordnung relativer PPIX-
Fluoreszenz mit hoher Sensitivitit mittels willkiirlicher Software-MaBeinheiten in
vitro moglich ist. Die zusétzliche Berechnung eines ,,Blau-Rot-Quotienten erschien
hilfreich. Insgesamt ist auf standardisierte Bedingungen und die hartndckige Materi-
alhaftung von PPIX, gerade in seinen hoheren Konzentrationen, zu achten. Die fiber-
optische Spektrometrie birgt ein groles Potenzial zur Objektivierung von Tumorfluo-
reszenz im Rahmen der PDD. Eine Reifung dieser Methode, nach den Mal3gaben

weiterer Studien, verspricht eine Bereicherung der Tumorbehandlung.
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6.4 Materialienverzeichnis

Produkt

Hersteller; Standort

5-ALA-Hydrochlorid [CAS: 5451-09-2]

Merck; Darmstadt, D

96-Well-Zellkultur-Platte, Cellstar, F-Bottom

Greiner bio-one; Frickenhausen, D

Aluminium-Folie

Handelsiibliches Produkt

Armschiitzer, Foliodrape, 50cm lang

Hartmann; Heidenheim, D

Becherglas, 50ml

Schott; Mainz, D

Bestrahlungskammer

CeramOptec; Bonn, D
Welabo; Diisseldorf, D

Ciprofloxacin-Hydrochlorid-Losung, Sml
[CAS:93107-08-5]

Zentralapotheke UKD

CO2-Inkubator CB 1501

Binder; Tuttlingen, D

DMEM, gibco, ohne bzw. mit Phenolrot,
500ml

Life Technologies; Grand Island,
NY/USA

DMSO [CAS: 67-68-5]

Sigma-Aldrich; Steinheim, D

DPBS, gibco, 500ml

Life Technologies; Grand Island,
NY/USA

Elektrischer Handdispenser, Multipette
Stream, 50ml

Eppendorf; Hamburg, D

Excel 2010 und Powerpoint 2010

Microsoft, Redmond, WA/USA

Falcons, Cellstar Tubes, 50ml

Greiner bio-one; Frickenhausen, D

Fetal Bovine Serum Gold 500ml

PAA Laboratories; Pasching, AT

Fiberoptik, kundenspezifische Anfertigung

Ocean Optics; Dunedin, FL/USA

Gewebekulturflasche T75 Cellstar

Greiner bio-one; Frickenhausen, D

Halbmikrokiivette aus Quarz, Suprasil 104-
QS, 10mm

VWR; Darmstadt, D

Halterung fiir Fiberoptik und Kiivette, benut-
zerspezifisch

Werkstatt des Instituts fiir Laserme-
dizin des UKD

Héamazytometer, Neubauer Improved, mit
Deckglaschen

Assistent Germany; Sondheim, D

Isopropanol, 99,9% [CAS: 67-63-0]

Zentralapotheke UKD; Diisseldorf

KT-21MG, anaplastische Meningeom-
Zelllinie

Gabe von Prof. Dr. Riemenschnei-
der, Universitit Regensburg

Kryorohrchen, Cryotube Vials

Nunc; Roskilde, DK

Laser, Ceralas, 635nm

BioLitec; Jena, D

76




Laser-Fiber, Frontal Light Diffusor

Medlight; Ecublens, CH

Latex-Handschuhe NITRA-TEX, puderlos

Ansell; Tamworth, UK

LED (,,Neutral White* und ,,Blue* (405nm))

Ocean Optics; Dunedin, FL/USA

Magnetriihrer, RETbasic, mit Heizung

IKA Labortechnik; Staufen, D

Magnet-Riihrstab

VWR; Darmstadt, D

Microplate Reader, Model 680XR

Bio-Rad Laboratories; Miinchen, D

Mikroskop CK2-TR

Olympus Europa, Hamburg, D

Mikroskop Eclipse Ti-S

Nikon GmbH, Diisseldorf, D

Mikroskop-Software NIS-Elements BR

Nikon GmbH, Diisseldorf, D

Misch-Temperierer, Thermomixer comfort,
fiir Well-Platten

Eppendorf; Hamburg, D

Multipette

Eppendorf; Hamburg, D

Multipette-Pipettenspitzen Combitips (500ul,
2.5ml, Sml, 50ml)

Eppendorf; Hamburg, D

Multi-Channel Light Source (MCLS)

Ocean Optics; Dunedin, FL/USA

Natrium-Pyruvat 100mM 100ml

Biochrom; Berlin, D

Pasteurpipetten aus Glas

Brand; Wertheim, D

Penicillin-Streptomycin 100ml

Life Technologies; Grand Island,
NY/USA

Pipetten Eppendorf Research plus (1-10ul,
10-100ul, 100-1000ul, 1-10ml)

Eppendorf; Hamburg, D

Pipettiergerit, accu-jet pro, elektrisch

Brand; Wertheim, D

Pipettenspitzen (5 ml, 10 ml, 25 ml) costar
STRIPETTE, fiir accu-jet pro

Corning; Corning, NY/USA

Pipettenspitzen, ep Dualfilter T.I.P.S., fiir
Eppendorf Research plus

Eppendorf; Hamburg, D

Prézisionswaage, Kern 410
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