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Zusammenfassung

Hypophysenadenome stellen rund 15% aller intrakraniellen Tumore dar. Obwohl
es sich um benigne, langsam wachsende Tumore handelt, besteht oft aufgrund
der Kompression intrakranieller Strukturen bzw. hormoneller Dysregulationen die
Indikation zur operativen Entfernung. Klinische Studien zeigten, dass es trotz
Resektion regelmalig zu Rezidiven kommt. Eine adjuvante Strahlentherapie
kann zu Hypophyseninsuffizienz und Nekrosen fuhren, sodass nach alternativen
adjuvanten Verfahren gesucht werden sollte.

Die Photodynamische Therapie (PDT) wird bereits bei der Therapie von
dermatologischen, urologischen und gastrointestinalen Tumoren erfolgreich
eingesetzt. Die Studienlage zur PDT mit 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) als
Photosensibilisator bei Gliomen ist ebenfalls vielversprechend. Ziel der
zugrundeliegenden Studie war es in einem in-vitro-Modell, die Wirksamkeit der
5-ALA-PDT bei einer immortalisierten Zelllinie und intraoperativ gewonnenen
humanen Hypophysenadenomzellen zu untersuchen.

Gruppe | waren immortalisierte Ratten-Hypophysenadenomzellen (GH3), die in
96-Well-Platten kultiviert und mit variierenden 5-ALA Konzentrationen von 7,5-
16,5 pg/ml photodynamisch behandelt wurden. In Gruppe Il wurden primare
Hypophysenadenomzellen aus intraoperativ. _gewonnenem Adenomgewebe
(n=15) kultiviert und ebenfalls bei unterschiedlichen 5-ALA Konzentrationen
(12,5-100 ug/ml) mit PDT behandelt. Die Inkubationszeit betrug vier Stunden und
die sich anschlielfende PDT wurde durch Laserlicht (635 nm, 625 s, 18.75 J/cm?)
in einer Bestrahlungseinheit (Ceralas, BioLitec, Jena, Deutschland) durchgeflhrt.
Die Wirksamkeit der PDT wurde mittels WST-1 Zellviabilitats-Assay untersucht.

In beiden Gruppen zeigte sich ein 5-ALA-konzentrationsabhangiger Effekt der
photo-dynamischen Therapie auf die Zellmortalitat. Weder die Behandlung mit 5-
ALA allein noch das Laserlicht allein beeinflussten das Zelliberleben. Zudem
zeigten in Gruppe |l die verschiedenen histologischen Subtypen der humanen
Adenome unterschiedliche Sensitivitaten auf die 5-ALA PDT. Insbesondere
kortikotrope Adenome erwiesen sich als hochgradig sensibel.

Die GH3-Zelllinie zeigte sich als sinnvolles Modell zur Optimierung
unterschiedlicher PDT-Parameter. Primare humane Hypophysenadenomzellen
konnten ebenfalls durch 5-ALA PDT zerstdrt werden, wenngleich hierflr hohere
5-ALA-Konzentrationen no6tig waren. Weiterhin zeigten die verschiedenen
Adenom-Subtypen unterschiedliche Sensibilitat auf 5-ALA PDT. Insbesondere
die hohe Sensitivitat von kortikotropen Adenomen sollte weiter untersucht
werden, um zusatzliche Behandlungsoptionen fur diesen klinisch
schwerwiegenden Subtyp zu eruieren.



Summary:

Incomplete resection of pituitary adenomas may result in recurrence. As adjuvant
irradiation is not riskless, alternative treatment options should be investigated. 5-
aminolevulinic acid based photodynamic therapy (5-ALA based PDT) showed
promising results for malignant gliomas. The present study examined the efficacy
of 5-ALA PDT in vitro on benign pituitary adenoma cell cultures.

In group | experiments were performed on immortalized rat pituitary adenoma
cells (GH3). The cultured cells were treated with different 5-ALA concentrations
ranging from 7.5-16.5 pg/ml. In group Il human pituitary adenoma cell cultures
were obtained from surgically resected adenoma tissue (n = 15). These were
incubated with 5-ALA concentrations from 12.5-100 ug/ml. The concentration
ranges had been determined in preliminary dose-finding tests. For both groups
incubation time was four hours and PDT was performed by exposition to laser
light (635 nm, 625 s, 18.75 J/cm2). Cell viability was examined by WST-1 assay.

In both groups PDT showed a 5-ALA concentration-dependent effect on cell
death. In group | lower 5-ALA concentrations were necessary to destroy all cells
as compared to group Il. Moreover, in group Il, the different subtypes of human
adenomas showed different sensitivities to 5-ALA-based PDT. Especially

corticotroph adenomas were highly sensitive to 5-ALA PDT.

The GH3 cell line was a useful in vitro model to optimize different PDT
parameters. Human pituitary adenoma cells could also be killed by 5-ALA PDT,
however this required higher 5-ALA concentrations. Furthermore, the results
suggested different 5-ALA sensitivities between different human adenoma cell

types. More experiments are necessary to confirm these preliminary results.
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1 Einleitung

Kurz zusammengefasst werden nachfolgend die Anatomie und Physiologie der
Hypophyse, die Atiologie und Klinik der Hypophysenadenome sowie die aktuellen

therapeutischen Optionen bei dieser Tumorentitat dargestellt.

1.1 Anatomie und Physiologie der Hypophyse

Die Hypophyse gilt als essentielle Schnittstelle zwischen zentralem Nervensystem

und den jeweiligen Zielorganen des menschlichen Hormonhaushalts [1].

Sie liegt extradural in einer bindegewebigen Kapsel in der Fossa hypophysialis als
Teil der Sella turcica auf der Innenseite des Os sphenoidale, die als kndcherne
Senke die mittlere Schadelgrube in der Medianebene teilt. Rostral der Hypophyse
und des Hypophysenstiels liegen der Canalis opticus, die Nn. optici, deren mediale
Anteile sich auf Héhe der Hypophyse im Chiasma opticum kreuzen und die Aa.
ophtalmicae. Lateral wird die Hypophyse vom Sinus cavernosus umgeben, der den

vendsen Abfluss der Hypophyse sicherstellt (s. Abb. 1) [2].

111 Physiologie der Hypophyse
Embryologisch und physiologisch unterteilt sich die Hypophyse in drei Anteile:

1.) dem Hypophysenvorderlappen, oder sogenannte Adenohypophyse, die den
grofldten Anteil der Hypophyse darstellt und embryologisch in Form der Rathke-
Tasche als Ausstulpung aus dem Ektoderm entsteht,

2.) dem Hypophysenhinterlappen, der sogenannten Neurohypophyse, die
embryologisch als Erweiterung des Dienzephalons und somit dem zentralen

Nervensystem entspringt und

3.) dem Hypophysenstiel, oder Infundibulum, der Verbindung zum Hypothalamus.

Dieser Stiel zieht durch das fenestrierte Diaphragma sellae nach intradural [2].

Die Neurohypophyse als Erweiterung des ZNS dient als Speicherorgan fur die
beiden Hormone Oxytocin und ADH (antidiuretisches Hormon). Die

Adenohypophyse als inkretorische Druse, vertikal gesteuert durch den



Hypothalamus, hingegen verfugt Uber finf endokrine Drusenarten und ist fur die
Produktion und Sekretion der glandotropen Hormone TSH (Thyreotropin),

LH (luteinisierendes Hormon) und ACTH (adrenokortikotropes Hormon) sowie die

nicht-glandotropen Hormone GH (Somatotropin) und Prolaktin (PRL) verantwortlich

3].

Chiasma opticum
Sinus cavernosus

Subarachnoidalraum

N, 1 \ k/) A. carotis int.
N. IV (

£ e y

k =
N'VZ\ /  Dura Mater

A,

. J
N. VI Sinus sphenoidalis

Abb. 1: koronarer Schnitt durch die mediane Schéadelbasis auf Héhe der Hypophyse; N. IlI: N.
oculomotorius, N.IV: N. trochlearis, N.V1: N. ophtalmicus, N. V2: N. maxillaris, N. VI: N. abducens;
dunkelbraun: Hirnparenchym, beige: Knochen; modifiziert nach [4]

1.1.2 Hypothalamisch-hypophysarer Regelkreis

Trotz der geringen Masse von rund 0,5 g ist die Hypophyse ein essentieller
Bestandteil der endokrinen Regulation [1]. Im Rahmen des hypothalamisch-
hypophysaren Regelkreises wird die Sekretion der Hypophysenhormone, die
schlieBlich zur Stimulation der endokrinen Endorgane /-strukturen fuhrt, durch
Releasing- und Inhibiting-Hormone des Hypothalamus, die in einem engmaschigen
Kapillarnetz in der Adenohypophyse munden, reguliert (s. Abb. 2). Durch einen
physiologischen Feedbackmechanismus hemmen die Effektorhormone, die durch

die endokrin aktiven Endorgane sezerniert werden, die Produktion der Releasing-



Hormone im Hypothalamus und regulieren so den komplexen Hormonhaushalt
(negative Feedback-Regulation) [3].
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Abb. 2: Darstellung der hypothalamisch-hypophysdren Achse mit Auffiihrung der
Effektororgane  (blau  unterlegt) sowie  deren  Effektorhormone  (gelb  unterlegt).
Hypophysenhinterlappen (HHL, dunkelblau), der als Speicherorgan fiir die hypothalamischen
Hormone ADH und Oxytocin dient. Modifiziert nach [3]

1.2 Hypophysenadenome

Hypophysenadenome sind benigne, typischerweise vom Parenchym des
Hypophysenvorderlappens (HVL) ausgehende, Tumore. Eingeteilt werden sie
gemal der aktuellen Klassifikation der WHO (World Health Organization) [5].

1.21 Klassifikation und Inzidenz

Die aktualisierte WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2017 unterteilt die Pathologien
der Hypophyse unter anderem in die Hypophysenadenome, unterklassifiziert nach
der jeweiligen Hormonexpression, die Hypophysenkarzinome und -blastome, sowie
Tumore des Hypophysenhinterlappens (HHL), Kraniopharyngeome, neuronale und



paraneuronale Tumore (wie Neuroblastome oder Paragangliome), sowie

mesenchymale und Stammzelltumore (s. Tabelle 1) [5].

Entitat

Subtyp

Hypophysenadenom

somatotropes Adenom
laktotropes Adenom
thyreotropes Adenom
kortikotropes Adenom
gonadotropes Adenom
Nullzelladenom

plurihormonelles Adenom

Hypophysenkarzinom

Hypophysenkarzinom

Hypophysenblastom

Hypophysenblastom

Tumor des HHL

Pituizytom
Granularzelltumor der Sella
Spindelzell-Onkozytom

sellares Ependymom

Neuronaler und

paraneuronaler Tumor

Gangliozytom und gemischtes Gangliozytom-Adenom
Neurozytom

Paragangliom

Neuroblastom
Mesenchymaler und stromaler | Meningeom
Tumor Schwannom

Chordom

solitarer fibréser Tumor/Hamangioperizytom

Hamatolymphoider Tumor

Hamatolymphoider Tumor

Keimzelltumor

Germinom

Dottersacktumor

embryonales Karzinom

Choriokarzinom

Teratom (reif/unreif/mit maligner Transformation)

gemischter Keimzelltumor

Zweittumor

Tabelle 1 4. Edition der WHO-Klassifikation der Tumore der Hypophyse, modifiziert nach [5]

Hypophysentumore stellen rund 15% aller intrakraniellen Neoplasien dar und

entstehen im Allgemeinen ausschliel3lich in der Adenohypophyse und leiten sich

4



aus endokrin aktivem Gewebe ab [6, 7]. Im Allgemeinen zeigen
Hypophysenadenome ein langsames Wachstum. Die Uberwiegende Anzahl der
Hypophysenadenome sind entsprechend gutartig und nur weniger als 0,2% werden
als maligne klassifiziert. Nichtsdestotrotz ist bei 45% der Tumore eine meningeale
Infiltration festzustellen [8]. Nach Meningeomen und Gliomen, die jeweils rund 30%
der intrakraniellen Neoplasien ausmachen, sind Hypophysenadenome die
dritthaufigste Entitat der intrakraniellen [6]. Die wahre Pravalenz scheint deutlich
hdher zu sein als die Daten vermuten lassen: Studien zeigten, dass bei zufallig
ausgewahlten Autopsien die Rate an zu Lebzeiten Kklinisch inapparenten
Hypophysentumoren bei uber 20% liegt, sodass von einer h6heren Pravalenz -als

allgemein angenommen- auszugehen ist [9].

Die Inzidenz der Hypophysenadenome betragt rund drei bis vier pro 100.000
Einwohner/Jahr [10]. Sie treten meist im 4. bis 5. Lebensjahrzehnt auf, wobei
Frauen geringfugig haufiger betroffen sind als Manner [11]. Steigende Inzidenzen
lassen sich am ehesten durch haufigere kranielle Bildgebungen und verbesserte
Diagnostik erklaren [12]. Man spricht bei diesen Zufallsbefunden auch von

,Inzidentalomen® [13].

1.2.2 Atiologie

Der Grolteil der Hypophysenadenome tritt sporadisch auf. Bei nur rund 5% der
Tumore sind ursachliche Syndrome bekannt, wie multiple endokrine Neoplasien
(MEN), familiar isolierte Hypophysenadenome (FIPA) oder dem Carney-Komplex
mit multiplen Myxomen und einer Pravalenz von 50% der Betroffenen fur
somatotrope Hypophysenadenome [14]. Untersucht wurde auch die familiare
Haufung von Hypophysen-tumoren, wobei eine grofl’e Bevdlkerungsstudie in Utah
(USA) zeigte, dass eine familiare Haufung von Hypophysenadenomen beobachtet
werden konnte [15].

Madgliche Umweltfaktoren werden zurzeit noch diskutiert. Tierversuche mit durch
radioaktivem Jod'®! versetztem Trinkwasser oder Acrylamide, welche in stark
erhitzten, starkehaltigen Lebensmitteln, z.B. Pommes Frites oder in Zigarettenrauch
vorkommen, zeigten bei Ratten und Mausen ein signifikant hoheres Auftreten von
Hypophysenadenomen [16-18]. Dies liel} sich bisher beim Menschen noch nicht

nachweisen.



1.2.3 Klinik

Klinisch auffallig werden Hypophysenadenome meist durch eine Kombination von
endokrinologischen  Dysfunktionen  (Hyper-/Hypopituitarismus) und/  oder
neurologischen Defiziten. Zusatzlich zur histopathologischen und
endokrinologischen Kilassifikation kann eine bildmorphologische, typischerweise
durch Magnetresonanztomografie (MRT), Einordnung erfolgen. Gemal} der Hardy-
Klassifikation von 1979 werden die haufig asymptomatischen Mikroadenome
(Durchmesser <10mm) von Makroadenomen (Durchmesser >10mm) unter-
schieden, welche aufgrund des raumverdrangenden Effekts neurologische

Symptome verursachen [19].

Klinisch relevant ist die Unterscheidung der Hypophysenadenome in hormonaktive
bzw. -inaktive Tumore. Bei Letzteren spricht man auch von sogenannten
Nullzelladenomen, die ca. 40% der Adenome ausmachen. Bei endokrin aktiven
Tumoren zeigen sich mit 30% am haufigsten Prolaktinome, die auch in der Therapie
eine Sonderrolle spielen. Seltener treten GH-sezernierende, somatotrope (20%)
und ACTH-produzierende, kortikotrope (5%) Tumore auf. Raritaten stellen die TSH-
(thyreotropen) und LH/FSH-sezernierenden (gonadotropen) Raumforderungen dar
[6, 7]. Gemeinsames Charakteristikum der sezernierenden Tumore ist die
autonome Hormonhypersekretion. Daraus resultiert eine Uberstimulation des
peripheren Zielorgans sowie eine dauerhafte Uberprasenz an Effektorhormon. Das
Releasinghormon (vom Hypothalamus) wird durch negative Ruckkopplung zwar
herunter reguliert, hat aber keinen Einfluss auf die autonome Hormonproduktion des

Adenoms (Entkopplung des Regelkreises).

Dies fuhrt zu charakteristischen Symptomen (s. Tabelle 2). Daneben treten
unspezifische Manifestationen wie Cephalgien, allgemeine Leistungsminderung
und Sehstorungen bis hin zur vollstandigen Erblindung auf.



Subtyp

Hyper- Leitsymptome
sezernierende
Hormone

Basisdiagnostik

Nullzelladenom

Keine (ggf. refl. Durch lokal

PRL) verdrangenden Effekt
(s.u.)
Prolaktinom PRL Q: Amenorrho, PRL im Serum
Galaktorrhd,
Zyklusstérungen
&' Libido- und
Potenzverlust (selten
Gynakomastie)
somatotropes Adenom GH (+PRL) Akromegalie, GH, IGF-1im
Karpaltunnelsyndrom, Serum
Hyperhidrose
(vor Schluss der
Wachstumsfugen:
Gigantismus)
kortikotropes Adenom ACTH M. Cushing Dexamethason-
Hemmtest, Cortisol
im Serum
thyreotropes Adenom B-TSH Hyperthyreose TSH, fT3/4 im
Serum
gonadotropes Adenom B-FSH, B-LH Hypogonadismus, Testosteron
Amenorrhé (Gesamt/frei),

Ostradiol, GnRH-
Stimulationstest

Klinik durch lokalen
Verdriangungsprozess

Chiasma-Syndrom, Hypopituitarismus,
Hirnnervenausfalle (lll, IV, VI), Apoplexie,
Diabetes insipidus

Hirnnervenstatus
(insbes. ll1, 1V, VI),
Hormondiagnostik

Tabelle 2: Klinik, Klassifikation und Basisdiagnostik der Hypophysenadenome, modifiziert

nach [5, 10]

Neben der durch Hypersekretion erklarbaren Symptomatik kann es gleichzeitig

durch Tumorkompression auf umliegendes normales Hypophysengewebe auch zu

einer Hypophyseninsuffizienz (Hypopituitarismus) kommen. Daneben kann es

durch Minderperfusion auch zu ischamischen Nekrosen kommen [20].

Eine Sonderrolle spielen hormoninaktive Hypophysenadenome,

teilweise klinisch schwer von Prolaktinomen zu differenzieren [21, 22]. Der
Mechanismus hierfur ist zunachst, dass das Adenom den Hypophysenstiel

komprimiert. Das hierin enthaltene Dopamin aus dem Hypothalamus, welches die

Prolaktinsekretion hemmt, fehlt.

die durch

Kompression eine ,Enthemmungs-Prolaktinamie® auslésen kdénnen. Diese sind



Es kommt schlieRlich durch Desinhibition zur Hyperprolaktinamie ohne dass ein
prolaktin-sezernierendes Adenom zugrunde liegt [21].

Ein weiteres, typischerweise bei Makroadenomen auftretendes Phanomen ist das
sogenannte Chiasma-Syndrom. Dieses ist charakterisiert durch eine progrediente
Visusminderung, eine bitemporale Hemianopsie und bei langerer Dauer eine
Optikusatrophie [23].

1.24 Diagnostik

Eine vollstandige Diagnostik umfasst die klinische und bildgebende Untersuchung
sowie laborchemische Analysen.

Klinisch auffallig werden die Patienten meist durch eine endokrinologische
Dysregulation, sodass zunachst neurologische und endokrinologische Unter-
suchungen erfolgen. Insbesondere die Hirnnervenuntersuchung und eine
ophthalmologische Untersuchung unter Einbezug von Visus und Blickfeld ist
elementar. Die endokrinologisch-laborchemische Diagnostik kann Aufschluss Uber
die Funktionsfahigkeit der Hypophyse geben und lasst bereits erste Schllsse Uber
die mogliche Entitat des Adenoms zu. Hierbei erfolgt die endokrinologische
Basisdiagnostik der relevanten Hypophysen- und Effektorhormone (GH, ACTH,
FSH, TSH, fT3/T4, Cortisol, IGF-1, Testosteron, Ostradiol, Prolaktin; s. Tabelle 2).
Bei pathologischen Befunden schlieBen sich spezielle Provokations-

untersuchungen (z.B. Dexamethason-Hemmtest) an.

Bei Verdacht auf eine Hypophysenpathologie im Rahmen der neurologischen und
endokrinologischen Diagnostik hat sich die Magnetresonanztomographie (MRT) der
Sellaregion mit und ohne Kontrastmittel als bildmorphologisches Verfahren der
Wahl etabliert. Typischerweise erscheinen Hypophysenadenome hypointens in der
nativen Bildgebung und reichern nur wenig Kontrastmittel (KM) an, sodass sie vor
allem im Vergleich zum KM-anreichernden physiologischen Adenohypophysen-

gewebe durch ihre hypointense Darstellung imponieren (s. Abb. 3) [24].

Im Hinblick auf die dynamische Perfusions-Bildgebung kommt es in der spaten
Phase nach KM-Applikation ~ durch  die KM-Ausschwemmung im
Hypophysengewebe zu einer Anreicherung im Adenom und dadurch zu einer

hyperintensen Darstellung.



Eine Computertomographie-Untersuchung (CT) ist insbesondere dann indiziert,
wenn eine Beurteilung moglicher Knochenarrosionen erfolgen soll, eine Infiltration
der Schadelbasis vermutet wird oder eine MRT-Kontraindikation besteht (z.B.

Herzschrittmacher, etc.) [25].

Abb. 3: Anatomische Darstellung eines linksseitig gelegenen Hypophysenadenoms mit den
AusmafBen von 15x15mm jeweils mit Kontrastmittel. a) & c) koronarer Schnitt, T1-gewichtet b) &
d) axialer Schnitt, T1-gewichtet. Man erkennt jeweils eine hypointense linksseitige Raumforderung
in der Sella turcica. durchgefiihrt: Institut fiir Radiologie, Universitétsklinikum Diisseldorf

1.25 Therapiestrategien und Prognose

Obwohl es sich meist um benigne, langsam wachsende Tumore handelt, sollten
Hypophysenadenome bei Gefahr der Verdrangung von intrakraniellen und
-zerebralen Strukturen sowie hormoneller Dysregulation therapiert werden [26].
Gemal der aktuellen Lehrmeinung zeigen sich prinzipiell drei therapeutische

Modalitaten, die sich aus der operativen Resektion, der medikamentdsen Therapie,



der Strahlentherapie oder ggf. einer Kombination dieser drei Verfahren
zusammensetzen [27]. Grundsatzlich besteht bei geringer Wachstumstendenz und
asymptomatischem Patienten auch die Moglichkeit einer wait & scan-Strategie.

Die Behandlungsziele sollten bei der Therapieentscheidung sorgsam und patienten-

individuell abgewogen werden:

Normalisierung der endokrinologischen Funktion:
(1) Beseitigung der Uberexpression einer Hormonachse
(2) Aufhebung eines reflektorischen Hypopituitarismus
- Aufhebung der durch Verdrangungsprozesse ausgeldsten Symptome
- Minimierung des Rezidivrisikos
- Erhalt/Wiederherstellung der Lebensqualitat

- Sicherung der Diagnose mittels histopathologischer Analysen

Die operative Resektion ist in der Mehrzahl der Falle die Therapie der ersten Wahl
[28]. Hierbei wird am haufigsten der transnasale-transsphenoidale Zugang gewahlt.
Verglichen mit dem transkraniellen Zugangsweg gestaltet sich hier der Zugangsweg
sicherer, die Komplikationsrate geringer und die Rehabilitationsphase kurzer [28-
30]. Vorteil des transkraniellen Zugangs ist eine bessere intraoperative Ubersicht
Uber den Tumor sowie angrenzende Strukturen. Dies erweist sich insbesondere bei
sehr ausgedehnten Befunden, die Uber die Grenzen der Sella turcica hinausgehen
(suprasellar) und Uber einen transsphenoidalen Zugang nicht zuganglich waren als

wertvoll.

Beim transsphenoidalen Zugangsweg hat der Operateur die Wahl zwischen der
Nutzung eines Mikroskops und eines Endoskops, wobei Letzteres zunehmende
klinische Verbreitung findet [31-35]. Ziel einer operativen Therapie ist die RO-
Resektion, da eine inkomplette Resektion haufig in progredientem Wachstum des
Residuums und Persistenz der Endokrinopathie resultiert. Durch die anatomische
Nahe zum Chiasma opticum und dem Sinus cavernosus mit seinen vaskulo-

nervalen Strukturen ist eine vollstandige Resektion jedoch nicht immer mdglich. Es
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kommt in diesen Fallen zu Tumorresiduen, fir die es alternativer

Behandlungskonzepte bedarf [26].

Mdgliche operative Komplikationen sind neben den allgemeinen Risiken eines
operativen Eingriffes und der Allgemeinanasthesie vor allem transienter oder
persistenter Hypopituitarismus, Rhinoliquorrhd, Meningitis sowie die Schadigung

des N. opticus mit Gesichtsfeldeinschrankungen bis hin zur Erblindung [34].

Die Radiotherapie findet insbesondere in der Behandlung von Rezidiven oder bei
primar inoperablen Patienten ihre Bedeutung und stellt eine sinnvolle Alternative
dar [36]. Die am haufigsten angewandte Methode besteht aus der perkutanen,
fraktionierten Radiotherapie, wobei auch die stereotaktische Radiochirurgie
zunehmend an klinischer Bedeutung gewinnt [37]. Allerdings zeigt sich auch bei der
strahlentherapeutischen Versorgung ein breites Spektrum an Nebenwirkungen, hier
insbesondere der Hypopituitarismus und die Strahlennekrose des umliegenden

Gewebes — insbesondere des Chiasma opticum [37-39].

Die medikamentdse Therapie zeigt sich in der Therapie von Prolaktinomen als
Therapeutikum der ersten Wahl [40]. GemalR aktueller klinischer Empfehlungen ist
der mehrjahrige Einsatz von Dopaminagonisten, wie Cabergolin oder Bromocriptin,
sinnvoll [22]. Sie fuhren durch Hemmung der Prolaktinsekretion in der Hypophyse
zu einer Normalisierung der Prolaktinspiegel und in Uber 80% der Falle auch zu
einer signifikanten Volumenminderung des Adenoms. In zahlreichen Studien hat
sich Cabergolin deutlich potenter und nebenwirkungsarmer als Bromocriptin gezeigt
[22]. Zusatzlich kann eine Substitution von Effektorhormonen bei Suppression der
entsprechend dartber geschalteten Hypophysenhormone sinnvoll sein und sollte

regelmaRig klinisch und laborchemisch reevaluiert werden.

Haufig findet die medikamentbse Therapie auch als Adjuvanz nach operativer
Resektion ihren Einsatz: So kann der Einsatz von Somatostatin-Analoga, wie
Octreotid oder Lanreotid, bei operativ unbefriedigenden Ergebnissen und weiterhin
bestehender hormoneller Dysregulation bei GH-, TSH- oder ACTH-sezernierenden

Adenomen in einer Symptombesserung der Endokrinopathie resultieren [41, 42].

Bei steigender Diagnosestellung von Inzidentalomen gewinnt auch zunehmend die
wait & scan — Strategie an Bedeutung, wobei dies in den Fachgesellschaften
intensiv diskutiert wird [13]. Hierbei wird insbesondere die Frage nach der

Notwendigkeit therapeutischer Interventionen bei klinisch asymptomatischen
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Patienten in Bezug auf das Risiko eines im Verlauf moglicherweise infiltrativen
Wachstums auf der einen und einem potentiell vermeidbaren Operationsrisiko auf

der anderen Seite diskutiert.

Ein Problem der zur Verfugung stehenden therapeutischen Modalitaten ist die
mdgliche Tumornahe zu den vulnerablen Sehbahnen, zum Sinus cavernosus und
zum Hypothalamus. Hier ergibt sich das Dilemma, dass es bei Schonung dieser
Strukturen zu vitalem Resttumorgewebe kommen kann, was die Rezidivraten in der
Grolkenordnung zwischen 10 und 30% erklart [29].

1.3 Fluoreszenzdiagnostik und Photodynamische Therapie

Erste Beschreibungen der Nutzung von Licht als Therapeutikum gehen zuruck auf
das antike Griechenland, Agypten und Indien, wo Licht im Rahmen von diversen
Hauterkrankungen eingesetzt wurde. 1900 beschrieb erstmals Oscar Raab als
Begriunder der modernen Photodynamischen Therapie (PDT) den durch die
Kombination von Acridin und Licht resultierenden letalen Effekt auf Malaria-
verursachende Protozoen [43]. Durch die zwei Weltkriege in der Forschung
zurickgeworfen, wurden erst in den 50er-Jahren des 20. Jahrhundert
entscheidende Fortschritte in der Photodynamischen Diagnostik (PDD) und PDT
gemacht: Rasmussan-Taxdal et al. konnten in ersten Studien zeigen, dass es bei
Einsatz des Photosensibilisators Hamatoporphyrin Hydrochlorid (HpD) zu einer
gesteigerten Fluoreszenz in malignen Tumoren kommt [44]. Diese Prinzip wurde in
den darauf folgenden Jahrzehnten stetig vertieft und mit weiteren
Photosensibilisatoren und Indikationsgebieten getestet, sodass dieses schliel3lich
seinen Weg in die Neurochirurgie fand [45].

1.31 Grundlagen und Entwicklung

Mittlerweile hat die PDD und PDT insbesondere in der Dermatologie, Urologie und
der Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren, aber auch in der Neurochirurgie Einzug
in den Kklinischen Alltag gefunden. Insbesondere die intraoperative
Fluoreszenzdiagnostik mit 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) hat sich durch verbesserte

Resektionsergebnisse in der Gliomchirurgie etabliert und zahlt mittlerweile als
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Standarddiagnostikum im intraoperativen Setting [46, 47]. Durch erfolgreiche
Etablierung des 5-ALA im Rahmen der PDD ruckten Versuche mit 5-ALA in Bezug
auf eine PDT in den Fokus der Forschung. Erste Studien bei Gliompatienten, die 5-
ALA-PDT mit der derzeitigen Standardtherapie, bestehend aus operativer
Resektion und anschlieRender kombinierter Radiochemotherapie, verglichen,
konnten signifikante Uberlebensvorteile bei Patienten mit Rezidiv-Glioblastom

aufzeigen [48].

Grundsatzlich beruht das Prinzip der PDT als therapeutische Malknahme zur

Behandlung von Neoplasien auf 3 Komponenten:

- Einsatz eines Photosensibilisators respektive eines Stoffes, der zum
Photosensibilisator metabolisiert
- hochenergetisches Licht

- Vorhandensein von Sauerstoff

Die Kombination der Komponenten flhrt zur Erzeugung einer phototoxischen

Reaktion, die letztlich zur Apoptose der neoplastischen Zellen fuhren soll.

1.3.2 Hamoglobin-Biosynthese und Veranderungen in neoplastischen

Zellen

Die Ausgangssubstrate der im Mitochondrium stattfindenden Hamoglobin-
Biosynthese sind jeweils 8 aus dem Citratzyklus stammende Molekule Succinyl-
Coenzym A und Glycin. Mithilfe der 5-ALA-Synthase, die gleichzeitig den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Hamoglobin-Biosynthese darstellt und
durch Ham eine negative Ruckkopplung erfahrt, werden diese Substrate zu 4
Molekulen 5-ALA kondensiert [49]. Dieses 5-ALA gelangt aus dem Mitochondrium
ins Zytosol. Dort wird es Uber mehrere enzymatische Zwischenschritte und weitere
Kondensationen zu Coproporphyrinogen Ill weiter metabolisiert. Dieses wird
schlieBlich zurick in das Mitochondrium transportiert. Dort wird dann Uber einen
weiteren Zwischenschritt photosensibles Protoporphyrin IX (PplX) gebildet, welches

den charakteristischen Porphyrinring beinhaltet.
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Aus diesem wird durch die Ferrochelatase unter Zufuhrung eines Eisenions (Fe2+)
das Ham-Molekul synthetisiert. Dieses ist fur den Sauerstofftransport der

Erythrozyten von entscheidender Bedeutung (s. Abb. 4) [49].

Citratzyklus

8 Glycin

8 Succinyl-
CoA

’ 5-ALA-
Negative Synthase
Feedbackhemmu?

Mitochondrium 8 Molekiile

f 5-ALA
Coproporphyrinogen-
n
Zytosol
Uroporphyrinogen- ALA-
Decarboxylase Dehydrogenase

Uroporphyrinogen-lil 4 Porphobilinogen

i PBG-
Uroporphyrinogen- 5
1ll Synthase Desaminase

Abb. 4: Darstellung der physiologischen Hamoglobin-Biosynthese im Mitochondrium und
Zytosol. Endprodukt ist das Ham, welches eine negative Feedback-Hemmung auf die 5-ALA-
Synthase austibt. Entscheidender Aspekt bei der PDD/PDT ist die exogene Zufuhr von 5-ALA (rot)
zur gesteigerten Synthese von PplX. Modifiziert nach [49]

Protoporphyrin IX

Protoporphyrinogen-
Oxidase

Protoporphyrinogen

Coproporphyrinogen-
Oxidase

Ferrochelatase

Uroporphyrinogen |

Mehrere Studien zeigten, dass es in neoplastischen Zellen bei exogener Zugabe
von Derivaten des PplX, wie beispielsweise 5-ALA, welches selbst noch keinen
Photosensibilisator darstellt, zu einer selektiven Anreicherung von PplX kommt [50].
Wenngleich der vollstandige Mechanismus nicht vollends geklart ist, ist unter
anderem eine reduzierte Ferrochelataseaktivitat und die Minderexpression
bestimmter Transporterproteine fir die Anreicherung verantwortlich [51, 52]. Dieser
Effekt wird durch die exogene 5-ALA-Zufuhr durch Erschépfung der verbleibenden
enzymatischen Aktivitat verstarkt [51]. Diese Aspekte lassen sich durch die exogene
Zufuhr von 5-ALA als physiologischem Teil der Ham-Biosynthese und daraus

resultierender Anreicherung von PplX im Tumorgewebe nutzbar machen.
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Durch die Anreicherung des PplX als Photosensibilisator ist die zellulare Grundlage
der PDD und PDT geschaffen [53].

1.3.3 Photosensibilisatoren

Ziel einer Substanz, die letztlich im Rahmen einer PDT als Photosensibilisator

optimal genutzt werden kann, soll es sein:

- eine moglichst hohe Akkumulation des Photosensibilisators zu erreichen

- und gleichzeitig ein gunstiges Nebenwirkungsprofil zu besitzen [54].

PplX als exogen zuzufihrende Substanz hat sich als Photosensibilisator in
zahlreichen Versuchen bewahrt, zeitgleich zeigt sich im Rahmen der in-vivo
Anwendung ein unvorteilhaftes Nebenwirkungsspektrum, sodass bereits fruhzeitig
auf Substrate, die erst in in-situ zu PplX metabolisiert werden, ausgewichen wurde
[55, 56].

Grundlage der meisten therapeutisch eingesetzten Photosensibilisatoren ist die

Nutzung eines Tetrapyrrol-Ringes. Ziele dieser Vorlaufersubstanzen sind:

- eine Akkumulation von photosensiblem PplIX zu erreichen,
- Uber ein starkes Absorptionsmaximum im Rot- bis Infrarotspektrum (650 bis
800nm) zu verfugen,

- und gleichzeitig ein gunstiges Nebenwirkungsprofil zu besitzen [54].

Als Photosensibilisator der ersten Generation etablierte sich das sogenannte
,Hamatoporphyrinderivat® (HpD), in seiner reineren Form schliellich Photofrin®
(Pinnacle Biologics/Bioprojet Pharma, Chicago, USA), welches metabolisch
ahnliche Eigenschaften wie PplX aufweist und als Photosensibilisator selbst im
Tumorgewebe akkumuliert. Insbesondere sein niedriger Absorptionskoeffizient bei

einer Wellenlange von A= 630nm und damit die Notwendigkeit der Nutzung von sehr
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hohen Konzentrationen von Sensibilisator und Licht zeigt sich ungunstig. Die daraus
resultierende ausgepragte Photosensibilitat der Haut, die bei den Patienten oft fur
mehrere  Wochen bis Monate persistiert, offenbart sein unglnstiges
Nebenwirkungsprofil und bestarkte die Bestrebungen nach alternativen Substanzen
[56]. Allerdings findet auch heute noch weltweit Photofrin® seinen klinischen
Einsatz in der PDD und PDT [57]. Als Protoporphyrinderivat der zweiten Generation
hat sich vor rund 30 Jahren 5-ALA als bereits bekannter physiologischer Metabolit
der Ham-Biosynthese fur die medizinische Anwendung etabliert [58, 59]. 5-ALA
kann nach exogener Zufuhr — analog zum endogenen 5-ALA — im Rahmen der
Ham-Biosynthese zum eigentlichen Photosensibilisator PplX metabolisiert werden.
Durch ein deutlich gunstigeres Nebenwirkungsprofil sowie héhere Selektivitat im
Absorptionsspektrum bei der topischen sowie auch oral-systemischen Applikation
hat sich 5-ALA heute weltweit etabliert [60, 61]. Aktuelle Bestrebungen untersuchen
die Optionen der Entwicklung von Photosensibilisatoren der dritten Generation, bei
denen Photosensibilisatoren mit Antikorpern oder biologischen target-Molekulen

vereint werden.

Es befinden sich zurzeit zahlreiche weitere Substanzen, wie Chlorine,
Phtalocyanine oder auch synthetische Farbstoffe in der klinischen Erprobung. Auch
natlrliche Substanzen wie Hypericin, welches als Wirkstoff des Johanniskrauts in
der Therapie von Depressionen etabliert ist, oder Riboflavin werden eingesetzt [57]
und wurden auch schon in der Therapie von Hypophysenadenomen sowohl in-vitro

als auch in-vivo getestet [62, 63].

1.3.3.1 5-Aminolavulinsaure

Die Wirkung von exogen zugefihrtem 5-ALA im Rahmen der PDD als
physiologischen Bestandteil der Hambioysynthese beruht auf folgendem Prinzip:
Der negative Ruckkopplungsmechanismus auf die 5-ALA-Synthase durch das Ham
wird durch exogene Zufuhr von 5-ALA umgangen. So kommt es zur Akkumulation
von PplX bei insgesamt verminderter Ferrochelatase-Aktivitat in Tumorzellen und
gleichzeitiger Erschopfung der Eisenvorrate bei insgesamt erhohter
Stoffwechselaktivitat fur die Ham-Biosynthese [61]. Dadurch wird der Feedback-

Mechanismus obsolet. 5-ALA und das daraus resultierende PplX verfugt Uber ein
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Absorptionsspektrum von Licht der Wellenlange A= 400nm und ein
Emissionsspektrum zwischen A= 536 und 700nm. Das Absorptionsspektrum wird
sich bei der PDD zu Nutzen gemacht, indem Tumorgewebe, welches selektiv PplX
akkumuliert, zur Fluoreszenz angeregt werden kann [50]. Das Emissionsspektrum

hingegen ist fur die PDT von entscheidender Bedeutung.

Durch sein glnstiges Nebenwirkungsspektrum ist 5-ALA als einziger porphyrin-
basierter Photosensibilisator in der topischen Anwendung zugelassen und findet
daher insbesondere in der Dermatologie seine Anwendung [64]. Aber auch in der
Gliomchirurgie wird 5-ALA durch die gunstigen Absorptionsspektren, insbesondere
in der PDD, in klinischen Studien eingesetzt [47, 60].

1.3.4 Fluoreszenzentstehung und Prinzip der PDT

Das Prinzip der PDT beruht auf der topischen oder systemischen Zugabe eines
Photosensibilisators, welche zur selektiven Akkumulation im Tumorgewebe flhrt.
Aufgabe dieses Photosensibilisators ist die Absorption von Licht. Im Falle des 5-
ALA mit Licht einer Wellenlange A= 405nm zur PDD und A= 635nm zur PDT. Durch
Aufnahme eines Photons gelangt dieses in einen angeregten Singulettzustand.
Dieser Zustand ist sehr instabil und dauert aufgrund von Relaxationsmechanismen
und Abgabe von Fluoreszenzlicht, welches fur die PDD genutzt werden kann, nur
wenige Pikosekunden an. Durch die sogenannte Interkombination (intersystem
crossing), welche den Spinwechsel des angeregten Elektrons herbeifthrt, ist
allerdings auch ein Ubergang in den weniger energiereichen Triplett-Status mdglich.
Dieser Triplettstatus ist zwar weniger energiereich, hat jedoch eine langere
Uberlebenszeit von einigen Millisekunden. Auch in diesem Zustand ist ein erneuter
Spinwechsel moglich, welcher sich in der Phosphoreszenz des Stoffes zeigt [65].
Durch die lange Uberlebenszeit ist jedoch auch eine Interaktion in zweierlei Wegen
mit molekularem Sauerstoff moglich, welche letztlich in einer photochemischen und

-toxischen Reaktion resultiert (s. Abb. 5):

Die sog. Typ-lI-Reaktion beschreibt die Reaktion zwischen dem angeregten
Photosensibilisator und einem Substratmolekul, auf das ein Elektron oder
Wasserstoffatom transferiert wird. Hieraus entstehen zahlreiche Radikale, wie
Superoxidanionen (O27), Wasserstoffperoxid (H202) und Hydroxylradikale (OH").
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Bei der Typ-lI-Reaktion kommt es zu einer direkten Energielbertragung des
angeregten Photosensibilisatormoleklls auf Sauerstoff, was in der Entstehung
eines Singulett-Sauerstoffs ('O2) und der Rickflhrung des Photosensibilisators in

seinen unerregten Grundzustand resultiert [66].

Durch die Bildung der zahlreichen Radikale kommt es durch oxidativen Stress zu
apoptotischen und nekrotischen Prozessen im behandelten Tumorgewebe.
Gesundes Gewebe bleibt durch die physiologischen Metabolisierungs-
mdglichkeiten des 5-ALA in Ham (bei normaler Ferrochelatase-Funktion und
ausreichenden Eisenvorraten) von der PDT unberuhrt, sodass von einer hohen
Tumorselektivitat auszugehen ist [64, 67]. Im Mechanismus der phototoxischen
Reaktion offenbart sich auch die Eindringtiefe des Lichtes von 5-10 mm als
entscheidender und therapielimitierender Faktor [68, 69]: Insbesondere bei
oberflachlichen oder intraoperativ gut darstellbaren Tumore, bei denen mit geringer
Eindringtiefe vom Operationsfeld ausgehend interveniert werden kann, zeigt die
PDT ihre Starken.

Singulett-Zustand Re o

angeregt la*arion
Triplett-Zustand Typ 1

e

Fluoreszenz

Absorption (Anregung)
I
Phosporeszenz

h

Grundzustand J

Abb. 5: Wirkungsprinzip der Photodynamischen Therapie und Fluoreszenzentstehung bei
Zugabe eines Photosensibilisators unter Présenz von hochenergetischem Licht. Modifiziert nach [65]
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1.3.5 Nutzungsansatze in der Neurochirurgie

Insbesondere die PDD hat sich in der Neurochirurgie etabliert. Im Rahmen der
fluoreszenz-gestutzten Resektion (fluorescence guided surgery, FGS) wird 5-ALA
zur gezielten, intraoperativen Tumordetektion in der Gliomchirurgie und
experimentell bei Meningeomen zur Verbesserung des operativen
Resektionsergebnisses eingesetzt [46, 70]. Insbesondere Stummer et al. konnten
in einer Phase-llI-Studie nachweisen, dass mithilfe der 5-ALA-PDD ein signifikant
hdéherer Resektionsgrad und ein hdheres rezidivfreies Intervall sowie
Gesamtuberleben erreicht werden konnten [46, 47]. Auch die Quantifizierung des
intraoperativen Fluoreszenzsignals als moglichen Marker fur die Tumorlast und zur
gezielten Bestimmung von Infiltrationsgrenzen wurde in klinischen Studien
untersucht [71, 72].

Es zeigten sich erste vielversprechende Ergebnisse in der Anwendung der 5-ALA-
PDT im Rahmen der Gliomchirurgie [46, 70, 73], bei denen bereits mehrere Studien
ein signifikant besseres Gesamtuberleben der zusatzlich zur Operation mit PDT-
behandelten Patienten aufzeigen konnten. Allerdings waren die Fallzahlen der
Studien zu gering, um allgemeine Behandlungsempfehlungen daraus ableiten zu
konnen. Aktuell befindet sich eine multizentrische, prospektive Phase-lIb-Studie in
der Planung, die Sicherheit und Effizienz der stereotaktischen 5-ALA-PDT in
Rezidivsituationen bei Glioblastompatienten untersucht (NOA-11, EudraCT-Nr.:
2015-002727-25). Diese Studie stellt einen entscheidenden Schritt im Fortschritt der
5-ALA-PDT bei intrazerebralen Prozessen dar.

Die 5-ALA-PDD bei Hypophysenadenomen wurde erstmalig 2009 durch Eljamel et
al. beschrieben und zeigte in einer kleinen Studienpopulation von 30 Patienten ein

positives Fluoreszenzsignal nach praoperativer 5-ALA-Gabe [74].

Die PDT bei Hypophysenadenomen wurde kaum untersucht. Erste in-vivo-Studien
zeigten bei einer PDT mit Photofrin® sowie Hypericin eine grundsatzliche
Wirksamkeit [62, 75]. Eine Untersuchung der 5-ALA-PDT bei Hypophysen-

adenomen hat nach unserem Kenntnisstand bisher nicht stattgefunden.
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14 Ziele der Arbeit

Auf Grundlage der eben ausgefiihrten Uberlegungen war die Untersuchung der
Photodynamischen Therapie an Hypophysenadenomzellen Hauptziel der Arbeit.
Aufgrund des gunstigen Nebenwirkungsprofils von 5-ALA wurde es als
Photosensibilisator ausgewahlt. Es wurde mit einem Tumorzellkultur-Modell in vitro

gearbeitet.

Im Einzelnen sollten hierbei folgende Fragestellungen untersucht werden:

1.) Untersuchung der Wirksamkeit der 5-ALA-PDT anhand der GH3-Zelllinie

der Ratte in einem in-vitro Modell (proof of principle),

2.) Testung und Optimierung unterschiedlicher PDT-Parameter in diesem in-
vitro PDT Modell,

3.) Etablierung des in-vitro PDT-Modells an primaren humanen Adenom-

zellen,

4.) SerienmafRige Durchfihrung der 5-ALA-PDT in-vitro an primaren

humanen Adenomzellen

Die Studie wurde vom Ethikkomitee der Universitat Dusseldorf genehmigt (# 4290,
11. Juni 2013).

Dieser Dissertation liegt eine Originalpublikation zugrunde, die im Folgenden in
voller Lange abgedruckt ist. Es schlieRen sich eine vertiefende Diskussion sowie

die Schlussfolgerungen an.
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Background: Incomplete resection of pituitary adenomas may result in recurrence. As adjuvant irradi-
ation is not riskless, alternative treatment options should be investigated. 5-aminolevulinic acid based
photodynamic therapy (5-ALA based PDT) showed promising results for malignant gliomas. The present
study examined the efficacy of 5-ALA PDT in vitro on benign pituitary adenoma cell cultures.
Methods: In group I experiments were performed on immortalized rat pituitary adenoma cells (GH3). The
cultured cells were treated with different 5-ALA concentrations ranging from 7.5-16.5 pg/ml. In Group II
human pituitary adenoma cell cultures were obtained from surgically resected adenoma tissue (n=15).
These were incubated with 5-ALA concentrations from 12.5-100 pg/ml. The concentration ranges had
been determined in preliminary dose-finding tests. For both groups incubation time was four hours and
PDT was performed by exposition to laser light (635 nm, 625, 18.75 J/cm?). Cell viability was examined
by WST-1 assay.
Results: In both groups PDT showed a 5-ALA concentration-dependent effect on cell death. In group I
lower 5-ALA concentrations were necessary to destroy all cells as compared to group II. Moreover, in
group II, the different subtypes of human adenomas showed different sensitivities to 5-ALA-based PDT
(secreting vs. non-secreting). Especially corticotroph adenomas were highly sensitive to 5-ALA PDT.
Conclusions: The GH3 cell line was an useful in vitro model to optimize different PDT parameters. Human
pituitary adenoma cells could also be killed by 5-ALA PDT, however this required higher 5-ALA con-
centrations. Furthermore, the results suggested different 5-ALA sensitivities between different human
adenoma cell types. More experiments are necessary to confirm these preliminary results.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

the optic nerve harboring a risk of recurrence [2] [3]. Adju-
vant radiotherapy of incompletely resected adenomas may cause

Pituitary adenomas represent approximately 16% of all intracra-
nial tumors [1]. Although pituitary adenomas are slow-growing
benign tumors, they should be resected if symptomatic or grow-
ing in serial neuroimaging. Previous studies showed that complete
resection may be hindered around the cavernous sinus and

* Corresponding author at: Neurosurgical Department, University Hospital Dues-
seldorf, Heinrich Heine University, Moorenstrasse 5, 40225 Duesseldorf, Germany.
Fax: +49211 8119298.

E-mail addresses: cornelius@hhu.de, janfcornelius@yahoo.com (J.F. Cornelius).
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1572-1000/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

hypopituitarism and/or radionecrosis [4,5].

Therefore alternative adjuvant treatments should be investi-
gated [6,7]. Photo-dynamic therapy (PDT) is a well-studied local
cancer treatment for skin, bladder and GIT tumors [8-10]. For
pituitary tumors experience is still limited [3,11-15]. Two former
studies revealed that PDT with hypericin resulted in cell death of
subcutaneous implanted human pituitary adenoma cells in mice
[12,16]. Despite encouraging preliminary results PDT for pituitary
adenoma in a clinical setting has not been further pursued [3].
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Fig. 1. Graphic illustration of the 96-well microplate: row of medium-filled blank (light blue), row of negative control with untreated cells (dark blue), four blocks with cells

and different 5-ALA concentrations for PDT (different green colors).

Fig. 2. Irradiation setup during PDT: Laser (left), fiberglass probe (middle), 96-well plate in the irraditation chamber (right).

More clinical experience exists for 5-ALA based photodiag-
nosis and photodynamic therapy of gliomas [17-24]. Meanwhile
5-aminolevulinic acid has proven safe and effective in daily neu-
rosurgical routine of glioma surgery. It was authorized in the
European Community for fluorescence-guided resection of malig-
nant gliomas [23].

Therefore we proposed to investigate 5-ALA based PDT in pitu-
itary adenomas. We screened the efficacy of 5-ALA PDT in rat
pituitary adenoma cells (GH3 cell line). Furthermore, we studied
5-ALA PDT of pituitary adenoma cells which were obtained from
operated patients.

2. Material and methods
2.1. Ethical
The study was approved by the local ethic committee (study

4290, 11th June 2013). Informed and written consent was obtained
pre-operatively from each patient.

2.2. Materials
Collagenase solution and HDB buffer were obtained from the

central hospital pharmacy. 5-Aminolevulinic acid (5-ALA) was
delivered from Merck, Darmstadt, Germany. Dulbecco’s modified
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Fig. 3. Effect of 5-ALA PDT on GH3 cell line for different 5-ALA concentrations as measured by WST-1 cell viability assay. Y-axis: relative extinction (low relative extinction

corresponds to low cell viability), x-axis: different 5-ALA concentrations.

Table 1
Group I (GH3 cell line): viability rate in percent (mean, standard deviation in brackets) as measured by WST-1 assay for different ALA concentrations.
[ALA] in pg/ml 7.5 8.5 9.5 9.8 10.0 10.5 135 15.0 16.5
Cell viability in % 94.97 82.57 56.32 50.87 45,99 40.93 18.7 15.38 6.88
(2.07) (6.87) (5:23) (2.75) (4.24) (9.30) (5.44) (5.89) (2.63)

Eagle’s medium (DMEM), Minimum essential medium (MEM) Vita-
min Solution, MEM Non-Essential Amino Acids Solution (NEAA),
Partricin and GlutaMax™ were products from GIBCO® invitro-
gen, Paisley, UK. ZellShield™ and Fetal bovine serum (FBS) were
delivered from Biochrom®, Berlin, Germany. Other substances were
standard laboratory equipment.

2.3. Group I: cell culture of rat GH3 cells

Pituitary adenoma cells of rats (GH3) were cultured in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with 10% fetal bovine
serum, 1% GlutaMax™, 1% Partricin and 1% ZellShield™ as
described before [25]. When the culture reached a cell density
of 80% cells were split and prepared for experiments. Cells were
seeded in a 96-well microplate. Disturbance by scattered light
from neighboring wells were avoided by leaving two rows of wells
between the filled wells (Fig. 1).

Negative control and treatment wells were filled with 100 .l
of cell solution corresponding to 30,000 cells per well. The blank
wells were filled with 100 pl of the colorless medium solution. The
96-well microplate was incubated for 68 h at 37 °C in 5% CO,.

2.4. Pituitary adenomas

Between 1st February 2014 and 31st July 2015 tissue of 15
patients was included in the study. The series was not consecutive,
because of lacking consent or insufficient material for cultivation in
some cases. Only patients with histologically confirmed pituitary
adenoma tissue were included.

2.5. Group II: cell culture of human pituitary adenoma

After tumor resection pituitary adenoma cells were prepared
for cultivation according to a protocol adapted from Vale et al. [26].
In preliminary experiments with GH3 and human adenoma cells
we established the following procedure: Tissue was washed by
HDB and PBS and separated from macroscopically visible blood and
connective tissue before being minced with scissors. Collagenase
solution was used for enzymatic preparation of dissociated cell sus-
pension for 30 min. To remove the collagenase solution Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) with 10% fetal bovine serum, 1%
GlutaMax™, 1% Partricin and 1% ZellShield™ as described before
was used to wash the tissue and was centrifugated 3 min three
times at 1000 min~1/160G. In order to avoid contamination by non-
digested tissue the cell suspension was filtered with a 100 wm filter
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after first wash. The remaining cell pellet was re-suspended in
medium solution as used for GH3-cultivation however with addi-
tional 1% MEM and 1% NEAA. This was filled in a 96-well microplate
with 100 pl of cell solution corresponding to 10,000 cells per well.
Blank wells were filled with 100 pl of colorless medium solution.
Further experiences showed same results with 30.000 cells per
well. The 96-well microplate was incubated for 90 h at 37°Cin 5%
CO,.

2.6. Photodynamic therapy (PDT)

Afterincubation cells were treated with 50 pl ofa 5-ALA dilution
(0.5g 5-ALA powder (hospital pharmacy) were dissolved in 10 ml
aqua dest and diluted by DMEM).

In group I cells were added 5-ALA solution with concentra-
tions between 7.5 and 16.5 pg/ml. The number of experiments
was n=6 for concentrations of 9.5 and 9.8 pg/ml, n=10 for 7.5
and 10.0 pg/ml, n=15 for 8.5 ug/ml, n=16 for 15.0 ug/ml and
n=20 for 10.5 and 13.5 pg/ml (and each of those was done in four
wells). Negative controls were [1], untreated cells, [2] cells with
9.8/10/15 pg/ml 5-ALA only and [3] cells with laser irradiation only.
The number of negative controls was n=10.

In group Il cells were treated with 5-ALA-concentrations ranging
between 12.5 and 100 pg/ml. The following concentrations were
tested: 12.5, 25, 50, 75 an 100 pg/ml (each concentration n=4).
The number of negative controls was n=6.

Blank and control cells were filled with 50 pl of DMEM. The
microplate was incubated for four hours in a CO, incubator. The
time of four hours was defined after pre-liminary flow cytometry
analysis had shown a maximum 5-ALA uptake for that incubation
time. Before irradiation primary cells were washed to minimize
interference of free, extracellular 5-ALA. The microplate was cen-
trifuged (3min, 1000min~1/160G), supernatant was vacuumed
and wells were refilled with 100 w1 DMEM. We figured out that
this step is not necessary with a higher cell count (e.g., 30.000
cells/well), so that GH3 cells were not washed before irradiation.

The irradiation setup corresponded to a standard protocol that
we had validated for glioma and meningeoma cell lines [27,28]: In
brief the PDT unit was custom made by Welabo GmbH (Diisseldorf,
Germany). It is based on a diode laser (Ceralas 635 Lasersystem,
BioLitec GmbH, Jena, Germany) with light emission at a wavelength
of 635 nm through a fiberglass probe with a diffusor lens. The well
is placed above the lens and covered by a dark irradiation chamber
(Fig. 2).

The fiberglass was positioned with a distance of 93 mm to the
96-well microplate and achieved an intensity of 30 mW/cm? for
625s resulting in a total radiation dose of 18.75 J/cm?. After irradi-
ation the microplate was incubated for 60 min.

2.7. Cell viability assay

To quantify cell viability after PDT the colorimetric assay
WST-1 (water soluble tetrazolium salt, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) was used. Light red colored tetrazolium
salt is cleaved to dark red colored formazan by enzymes of liv-
ing cells. The color change can be photometrically quantified
by a scanning multiwell spectrophotometer (wavelength 450 nm,
Microplate ELISA reader 680XR, Bio-Rad, Munich, Germany) and is
proportional to the count of metabolically active cells. The ratio of
living cells was calculated as compared to untreated controls and
blanks (no cells) to eliminate background absorbance. In group I
the cell viability was measured 0.5 h after treatment with WST-1,
whereas group Il was measured 2 h after treatment with WST-1 to
reach higher extinctions due to lower cell count.

Table 2
Group Il (primary tumor cells): viability rate in percent (mean, standard deviation
in brackets) as measured by WST-1 assay for different ALA concentrations.

[ALA] in pg/ml 125 25 50 75 100
Cell viability in % 85.28 68.48 36.29 17.57 9.41
(14.66) (16.69) (13.48) (10.02) (6.61)

Fig.4. Aand BSample of GH3 cell line before PDT (A) and one hour after PDT (B) with
5-ALA concentration of |16.5 pg/ml]; note mainly apoptotic cells after treatment
(magnification x 200-fold).

2.8. Data analysis

SPSS Statistics 22 (IBM Corporation, Somers, CT, USA) was used
to perform Chi2-test, Kruskal-Wallis-Test and one-way ANOVA
with Bonferroni's multiple comparisons test; p<0.05 and p<0.01
were considered significant and highly significant, respectively.
Data was expressed as average + standard deviation. Graphs were
created using SPSS and GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA).

3. Results
3.1. Effect of 5-ALA based PDT on GH3 cell line

After ALA treatment and irradiation the GH3 cell line showed
a significant and dose-dependent decrease in viability rate. The
results are summarized in Table 1 and Fig. 3.

For 5-ALA concentration of 8.5 pg/ml and higher cell viability
was highly significantly reduced (p <0.01). Lethal effects of 5-ALA
based PDT on cell morphology is illustrated in Fig. 4. For lower
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Fig. 5. Effect of 5-ALA PDT on primary tumor cells for different 5-ALA concentrations as measured by WST-1 cell viability assay. Y-axis: relative extinction (low relative

extinction corresponds to low cell viability), x-axis: different 5-ALA concentrations.

5-ALA concentration no significant lethal effect was observed. Fur-
thermore negative controls including cells without treatment, cells
with 5-ALA only (9.8,10.0,15.0 pg/ml) and cells with laser only did
not show significant effects. The LD50 for 5-ALA was reached at a
concentration of 9.8 pg/ml.

3.2. Material from human pituitary adenomas

The studied population comprised five (33.3%) females and ten
(66.7%) males. Age at resection ranged from 33 to 72 years (aver-
age: 53.7 years). Five were classified as null cell adenoma, two
as corticotroph adenoma, four as gonadotrophic adenoma, two as
somatotrophic adenoma and two as chromophobic adenoma by a
senior pathologist. All tumors were classified as WHO grade I tumor
[29].

3.3. Effect of 5-ALA based PDT on primary human pituitary
adenoma cell cultures

All 15 primary cell cultures showed a significant and dose-
dependent decrease in viability rate (Table 2, Fig. 5and 6). LD50 was
estimated between 25 and 50 g ALA/ml. Irradiated cells without 5-
ALA treatment did not show any significant toxiceffect(n =6, Fig. 5).
Cells with 5-ALA treatment but without irradiation did not show
any significant effect either. The different subtypes of human ade-
nomas showed different sensitivities to 5-ALA-based PDT in vitro
(secreting vs. non-secreting). It was remarkable that both corti-
cotroph adenomas were especially sensitive to 5-ALA PDT; almost
all cells were killed at a concentration below 75 pg/ml.

4. Discussion

The present study demonstrated, that [1] 5-ALA based PDT
showed a dose-dependent highly significant lethal effect on rat
GH3 cell line, [2] human pituitary adenoma cell cultures are highly
sensitive to 5-ALA based PDT treatment in vitro and [ 3] different dif-
ferent histological subtypes of human pitutitary adenomas showed
a trend to different sensitivities to 5-ALA PDT in vitro.

4.1. 5-ALA based PDT of brain tumors

The concept is based on selective light-induced tumor destruc-
tion while anatomical and physiological structures are preserved
[6,7,17-24]. Furthermore PDT may destroy neo-plastic cells by
inducing an adaptive immune response to the antigenes of the
tumor [23]. This holds potential to destroy tumor cells in the depth
which are not directly illuminated. PDT may be considered as pri-
mary or adjunct treatment option. It has already been established
in dermatological, urological and gastroenterological cancer treat-
ment [8-10]. In neurosurgery 5-ALA based PDT was already used
for therapy of recurrent malignant brain tumor [19,20,22].

This concept may also be extended to benign brain tumors such
as meningiomas or pituitary adenomas which also show 5-ALA flu-
orescence [15,30,31]. While experimental 5-ALA PDT was reported
for human meningioma cells no larger study exists for human pitu-
itary adenoma cells, which was the rationale for the present study
[11,27,30-32].
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4.2. 5-ALA based PDT of pituitary adenomas

Our experimental set-up with immortalized GH3 rat cells and
different human pituitary adenoma cells showed a dose-dependent
effect of 5-ALA based PDT. We observed that higher concentra-
tions of 5-ALA were necessary to destroy human adenoma cells.
The efficacy of 5-ALA based PDT of different adenoma subtypes has
to be further investigated. Especially if the observed trend of higher
sensitivity of corticotroph adenomas would be confirmed this may
open new perspectives because they represent an aggressive sub-
type [33].

As studies reported accumulation of protoprophyrin IX around
blood vessels clinical trials of PDT have to be cautiously planned
[34-36]. Special care is required to prevent damage to surrounding
structures such as the carotid artery and the optic system.

4.3. Limitations of the present study

Pituitary adenoma tissue was not obtained with a standard-
ized intraoperative protocol. However, due to soft and nearly liquid
tumor consistency a standardized sample collection seems not
mandatory for representative sampling. The study involved only a
small number of patients. Higher patient numbers are necessary to
confirm the trend of different sensitivities to 5-ALA PDT for differ-
ent histological adenoma subtypes. Human pituitary adenoma cell
cultures do not perfectly simulate in vivo conditions. Firstly, biodis-
tribution and up-take of 5-ALA in human may influence feassibility.
However as 5-ALA based fluorescence of pituitary adenomas has
already been reported this concern seems of minor importance
[15]. Secondly, blood and connective tissue were removed in the
experiments. In vivo these factors may alter the efficacy of PDT due
to light absorption. Such concerns may ultimately only be adressed
in a clinical setting.

5. Conclusions

5-ALA based photodynamic therapy showed a dose-dependent
effect in a rat pituitary adenoma cell line (GH3) and different pri-
mary human pituitary adenoma cell cultures. Neither 5-ALA nor
PDT alone did affect cell survival. Further experiments are nec-
essary to confirm the trend to different sensitivities of disctinct
histological subtypes of pituitary adenomas.
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3 Diskussion

Die durchgefuhrte Studie ergab zusammenfassend folgende Ergebnisse:

die 5-ALA basierte PDT zeigte einen dosisabhangigen, letalen Effekt auf die

untersuchte immortalisierte Rattenzelllinie GH3 (proof of principle),

- die Etablierung eines in-vitro PDT-Modells von humanen Adenomzellen war
erfolgreich maoglich,

- eine dosisabhangige Letalitdt von humanen Hypophysenadenomzellen
durch 5-ALA basierte PDT in-vitro (Serienuntersuchung) wurde
nachgewiesen,

- ein ungleiches Ansprechen auf 5-ALA basierte PDT in Abhangigkeit von der

Tumorhistologie wurde beobachtet

3.1 Materialgewinnung und Anziichten einer Primarzellkultur

In der Literatur sind nach derzeitigem Kenntnisstand keine erfolgreichen,
standardisierten Verfahren zur dauerhaften, immortalisierten Kultivierung von
Primarzellen ausgehend von humanen Hypophysenadenomen beschrieben.
Angelehnt an die von Kim et al. sowie Kabuto beschriebenen Verfahren zur
Kultivierung von humanem Hypophysen- und Hypophysenadenomgewebe
entwickelten wir in Anlehnung an laboreigene Erfahrungen und Standards bei der
Gliom- und Meningeomkultivierung ein Verfahren zur Praparation und Kultivierung
der Primarzellen [76-78].

Als problematisch erwies sich das zuvor auch bei Kabuto beschriebene
Uberwachsen von Fibroblasten in der Zellkultur, welches sich trotz weiter
entwickelten Filter- und Reinigungsmethoden in der Praparation nicht vollstandig

beseitigen lie. So zeigte sich auch in unseren Versuchen — auch aufgrund der
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ausgepragten Seneszenz und des verminderten Wachstumsreiz — dass eine
Immortalisierung nicht realisierbar war [76]. Andere Studien lassen den Verdacht
auf ein Fehlen des hypothalamischen Wachstums- und Hormonsekretionsreizes als

mdgliche Ursache der gesteigerten Seneszenz zu [79].

Diese Faktoren erschienen aufgrund unseres Versuchsaufbaus, bei dem die Zellen
unmittelbar untersucht wurden, eher unwesentlich. Die Situation in-vivo entspricht
in vieler Hinsicht nicht einer in-vitro-Reinkultur und ist viel komplexer, da in-vivo von
Unterschieden in der Tumorzellkonzentration, anderen Zell-populationen (z.B.
Fibroblasten) sowie einem anderen Milieu (z.B. pH, pO2, pCO2) und Zellumgebung
(z.B. Gefalde, Bindegewebe, Muskulatur) auszugehen ist.

In den Versuchen konnten mit der zur Verfugung stehenden Tumormasse jeweils
mehrmalige Messungen durchgeflhrt werden, und es zeigte sich hier eine gute
Reproduzierbarkeit innerhalb eines Tumors. Die inter-individuellen Unterschiede,
die wir in-vitro beobachten konnten, lassen am ehesten auch auf interindividuelle

Unterschiede in-vivo schliel3en.

3.2 Vergleich der untersuchten Zellen

Im Rahmen der Studie wurden zunachst die immortalisierte GH3-Zelllinie (Ratte)
und anschlieend humane Primarzellen aus intraoperativ. gewonnenem
Adenommaterial untersucht. In der Literatur gibt es andere Studien, die spezies-
spezifischen Besonderheiten zwischen Nager (insbesondere Mausemodelle) und
Mensch verglichen: Die Unterschiede in der Hormonexpression zwischen humanem
und Maus-Hypophysengewebe zeigen sich insbesondere im Rahmen der
Untersuchungen nach Tumorentstehungen bei der Deletion einzelner
Gensegmente: So fuhrt beispielsweise die Deletion des Gens, welches fur den D2-
Dopamin-Rezeptor kodiert, zu einer unkontrollierten Produktion von Prolaktin und
so zur Bildung von Prolaktinomen im Mausmodell, welches sich auch beim
Menschen bereits feststellen lief3 [80, 81]. Hierzu gegensatzlich wurde gezeigt, dass
Mausmodelle mit gezielter Deletion von Rb oder p27 mit keiner Bildung von
menschlichen Hypophysenadenomen korrelieren [82].
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Es zeigt sich grundsatzlich, dass Tiertumormodelle das Verstandnis fur die
Prozesse der Tumorentstehung und -therapie verbessern, eine direkte Analogie von
Nagern und Menschen insbesondere im Hinblick auf unterschiedliche Gen- und
auch Hormonexpression jedoch nicht ohne Weiteres mdglich ist [81]. Ein direkter
Vergleich zwischen Rattenzellen und humanen Zellen ist sicher auch in unserem
Modell nicht ohne Weiteres moglich. Grundsatzliche Unterschiede zeigten sich
zudem in der geringeren Zellkonzentration der Primarzellen sowie dem Einwachsen
von Fibroblasten, was am ehesten durch den geringeren Aufreinigungsgrad im

Vergleich zur immortalisierten Zelllinie zurtckzufuhren ist.

In unseren Versuchen zeigte sich zudem eine Diskrepanz der mittleren letalen
Dosis (LDso) zwischen Priméarzellen (25-50 pg/ml) und der immortalisierten Zelllinie
(9,8 pg/ml). Dieser Aspekt ist nicht neu und wird intensiv diskutiert [83, 84].
Insbesondere die Proteinexpression, die bei immortalisierten Zellen auf einem
geringeren Niveau stattfindet, wird hierbei kritisch benannt. Hierdurch lassen sich
insbesondere die Antworten auf eine durchgeflihrte Therapie zwischen Zelllinie und
Primarzellen nur schwer vergleichen. Diese Unterschiede erschweren auch

grundsatzlich die Vergleichbarkeit zu in-vivo Bedingungen [83, 84]:

Vorteile einer immortalisierten Zelllinie sind rasche Verfugbarkeit, standardisierte
Protokolle und gute Planbarkeit von Versuchen, die wenig von der Seneszenz der
Zellen abhangig sind. Zudem lasst sich eine gute Reproduzierbarkeit bei

gleichbleibenden Zelleigenschaften und -qualitat erreichen [84].

Allerdings sind immortalisierte Zelllinien im Allgemeinen genetisch manipuliert, was
dann zu einer Veranderung ihrer Funktionen und Reaktionen auf auliere Reize
fuhren kann. Dadurch lasst sich auch die in unseren Versuchen gemessene deutlich
bessere Response auf die 5-ALA-PDT erklaren, dessen Effekt zugleich durch die
Zellreinheit verstarkt wird. Hauptvorteil der Primarzellen ist unter diesem Aspekt
insbesondere eine bessere Analogie zu in-vivo-Bedingungen [85], da es hier zu

keiner genetischen Veranderung kommt.

Es ist gemaf aktuellen klinischen Erfahrungen in der PDD und PDT bei Gliomen
zum Beispiel davon auszugehen, dass bei einer PDT in-vivo die optimale 5-ALA-
Dosis eher im Bereich dessen liegt, was in-vitro bei Primarzellen im Vergleich zur
GH3-Zelllinie nétig war [46]. Allerdings sind hierzu weitere Studien notwendig, die

in-vivo-Bedingungen besser simulieren.
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Insgesamt erwiesen sich trotz der eben diskutierten Limitationen die GH3-Versuche
als sinnvolles Screening-Modell zur Beantwortung der grundsatzlichen Frage nach
der Sensibilitdt von Hypophysenadenomzellen auf 5-ALA-PDT (proof of principle).
Ein weiterer Schritt hin zur klinischen Anwendung war die Anwendung der 5-ALA-

PDT an humanen Priméarzellen zunachst in vitro.

3.3 5-ALA Inkubationszeiten

Grundlage der Versuche war das von Stummer et al. in experimentellen
Untersuchungen der 5-ALA-PDT an Gliomen standardisierte Verfahren [64, 86].
Insbesondere die Inkubationszeit von 5-ALA ist jedoch nicht abschliefend
beantwortet. In der Literatur zu hirneigenen Tumoren sind Inkubationszeiten
zwischen vier und sechs Stunden beschrieben [78, 86]. Eigene Vorversuche zeigten
bei der GH3-Zelllinie und den Primarzellen mittels Durchflusszytometrie nach rund
vier Stunden eine maximale PplX-Konzentration, wohingegen nach zwei und sechs
Stunden noch eine An- bzw. Abflutung der Konzentration gezeigt werden konnte.
Aufgrund dieser Voruntersuchungen erschien uns fur die Versuche eine
Inkubationszeit von vier Stunden am sinnvollsten. In-vivo werden insbesondere bei

der PDD in der Literatur Inkubationszeiten von funf Stunden angegeben [47].

3.4 Unterschiede in der 5-ALA Pharmakokinetik und -

dynamik in-vivo und in-vitro

Die Pharmakokinetik in-vivo lasst sich nicht einfach auf ein Zellmodell Gbertragen
[87, 88]. Insbesondere einzelne Tumorzellen ohne umgebendes Gewebe spiegeln
die in-vivo Verhaltnisse nicht angemessen wieder. In-vivo gibt es ein anderes
Mikromilieu [87], insbesondere differiert z.B. die Verflgbarkeit von Sauerstoff,

welcher in der PDT eine zentrale Rolle spielt [89].

Auch die 5-ALA-Aufnahme in die Zelle unterscheidet sich in-vivo und im in-vitro-

Modell, was sich in unseren Versuchen durch die Diskrepanz zwischen den

32



experimentellen und klinisch ublichen 5-ALA-Dosen von 20mg/kg Korpergewicht
aulerte (Primarzellen um den Faktor 5 hoher als in der Klinik, LDso der Priméarzellen
gemessen zwischen 25 und 50 mg/kg). Als ersten Anhalt fur eine 5-ALA PDT in-
vivo konnen erste Dosisfindungs-Studien fur die experimentelle 5-ALA PDD an
Hypophysenadenomen dienen: Eljamel et al, die die Wirksamkeit der
Fluoreszenzdiagnostik bei Hypophysenadenomen untersuchten, beschrieben eine
Dosis von 20 mg 5-ALA/kg Korpergewicht fur die 5-ALA-PDD von
Hypophysenadenomen als sinnvoll [74]. Eine Analogie in Bezug auf die 5-ALA-
Dosisfindung zwischen PDD und PDT wurde im Rahmen der Gliomchirurgie bereits
erfolgreich etabliert. Die Empfehlung zur Gabe von 20 mg/kg Korpergewicht 5-ALA
wird aktuell von Autoren, die sich mit den klinischen Studien bei der PDD und PDT
bei Gliomen auseinandersetzen, ebenfalls vorgenommen und finden bereits im

Rahmen der PDD bei Gliomen ihren Einzug in den klinischen Alltag [46, 47].

Ein weiterer Unterschied in-vivo sind Verunreinigungen durch Blut oder
Gewebedebris. In einer Studie wurde bei spektrometrischen Messungen durch
Blutauflagerungen das auf 5-ALA basierende Fluoreszenzsignal nahezu

ausgeldscht [72].

3.5 Licht: Eindringtiefe, Energie und Verteilung

Kritisch diskutiert werden muss als nachstes die Eindringtiefe, die mittels 5-ALA-
PDT erreicht werden kann. Nicht ohne Grund ist die PDT insbesondere in der
Dermatologie und Urologie mit hauptsachlich oberflachlich gelegenen Tumoren
erfolgreich etabliert worden [90-92]. Erster Aspekt hierbei ist der Sondenabstand
mit dem die 5-ALA-PDT durchgefuhrt wird. In unserer standardisierten
Bestrahlungseinheit betrug der Abstand zwischen Lichtquelle und Zellen

konstruktionsbedingt konstant 93mm.

In einem intraoperativen Setting ist aufgrund der interindividuellen Unterschiede der
Anatomie, Morphologie und Resektionsergebnisse ein standardisierter Abstand nur
schwer realisierbar. Ideal erscheint aufgrund des physikalischen Abstand-
quadratgesetzes (Strahlungsintenstitat 1=1/r?) ein moglichst geringer Abstand

zwischen Lichtquelle und Tumorgewebe. Dieser Zusammenhang erscheint
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aufgrund der zuvor beschriebenen engen anatomischen Verhaltnisse in der Sella
turcica unproblematisch. Umgekehrt ist ein zu geringer Abstand zwischen
Lichtquelle und Gewebe unvorteilhaft, da so nur ein kleineres Feld bestrahlt werden

kann.

Ein weiterer Unterschied bei der Bestrahlung unter in-vitro- bzw. in-vivo-
Bedingungen ist die Gewebestruktur: bei einem Monolayer-Gewebe fallt die nétige
Eindringtiefe des Lichts zum Erreichen aller Tumorzellen geringer aus. Um dies zu
bertcksichtigen, nutzten wir eine durch laborinterne Dosisfindungs-Vorversuche
festgelegte (unveroffentlichte Ergebnisse, [78, 93]) geringere Strahlungsintensitat
(18,75 J/cm?) im Vergleich zu Literaturwerten von in-vivo-Intensitaten (100 bis 250
Jlcm?) [78, 94].

In unserem in-vitro-Versuch erfolgte durch den Aufbau der Lichtleiterkonstruktion
eine punktuelle Bestrahlung mit geringer Streuung, die fur den von uns genutzten
Versuchsaufbau die maximale Bestrahlungsintensitat ermoglichte. Einem drei-
dimensionalen Aufbau, wie in-vivo gefordert, wurden wir damit nicht gerecht. Durch
die Nutzung eines Ballons konnte man klinisch die Lichtausbreitung an die
spharische Anatomie der Sella turcica anpassen [95]. So konnten im Rahmen der
PDT durch das Licht auch noch schwer zugangliche Bereiche miterfasst werden
und erreicht werden. Es gibt viele Ansatze, um die Lichtintensitat auf groReren
Behandlungsflachen zu optimieren, z.B. flachige ,light blankets® oder

Weiterentwicklungen des Ballons hinsichtlich Form und Fullungsmedien [96-98].

In friheren Studien zeigte sich, dass Licht mit einer Wellenlange von A= 635 nm
eine Eindringtiefe von rund 5 mm erreichen kann [94], wobei auch Eindringtiefen
von bis zu 1 cm beschrieben wurden [99]. Wirde man die 5-ALA-PDT Kklinisch bei
Hypophysenadenomen einsetzen, waren solche Eindringtiefen ausreichend, da

Tumorresiduen in einer Dicke dieser GroRenordnung zu erwarten waren.
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3.6 Hyperthermie durch Licht

Im Rahmen unserer Versuche zeigte sich eine ausgepragte Kondenswasserbildung
in den Deckeln der 96-Well-Platten im Anschluss an die PDT. Dies wird auch durch
Beobachtungen vorangegangener, laboreigener Studien bestatigt (unveroffentlichte
Daten). Offen bleibt bisher, ob die durch die PDT ausgeldste lokale Hyperthermie
ausschlieBlich einen toxischen Effekt auf Tumorzellen hat oder auch

physiologisches Gewebe schadigen kann [100].

Bisher zeigte sich in klinischen Studien kein Hinweis auf eine Schadigung
physiologischen Gewebes [70, 73]. So konnten Stylli et al. in ihrer Langzeitstudie
zur Beobachtung des Langzeitiberlebens von Patienten mit Glioblastomen und
durchgefuhrter PDT bei 136 Patienten keinen toxischen Effekt auf gesundes
Gewebe feststellen.

Lediglich eine zerebrale Odembildung im Anschluss an die PDT konnte bei 3 der
136 Patienten festgestellt werden. Ein Gefal3- oder Nervenschaden wurde nicht
beschrieben. Allerdings muss der besonderen Anatomie der Hypophyse Rechnung
getragen werden und die moglicherweise verstarkte Hyperthermie-Wirkung durch
die enge Anatomie kunftig in Betracht gezogen werden. Aufgrund der empfindlichen
anatomischen Strukturen in Hypophysennahe sollte dies unbedingt weiter

beobachtet und kritisch evaluiert werden [74].

3.7 Wirkungsnachweis

Der Messungen der PplX-Anreicherung in den Zellen lie3en sich mit der methodisch

gut etablierten Durchflusszytometrie durchfuhren [102].

In unseren Versuchen zeigten die verschiedenen histologischen Adenom-
subgruppen unterschiedliches Ansprechen auf 5-ALA-PDT. Insbesondere die
Primarzellen der kortikotropen Adenome wiesen eine Uberdurchschnittliche hohe
Photosensibilitat auf. Da aufgrund geringer Fallzahlen die Ergebnisse nur einen
Trend aufzeigen, aber nicht statistisch aussagekraftig sind, sind hier weitere

Untersuchungen sinnvoll.
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Dies ware klinisch insbesondere flr kortikotrope Adenome und sog. Crooke’s-
Zelladenome, die sich als Sonderformen der kortikotropen Adenome durch eine
ausgesprochene Aggressivitat und hohe Rezidivrate auszeichnen [7, 103-105],

interessant.

Bei der einzigen Untersuchung, in der sich durch die 5-ALA-PDT kein signifikanter
Effekt auf die Zellviabilitat gezeigt hatte, stellte sich in der histopathologischen
Beurteilung heraus, dass die Biopsie Uberwiegend physiologisches Gewebe
enthalten hatte. Diese Beobachtung ist beachtenswert, da dies ein Hinweis auf die
Spezifizitit der 5-ALA-PDT ist. Ahnliche Beobachtungen wurden bei
Basalzellkarzinomen gemacht, wo sich ebenfalls kein Einfluss der 5-ALA-PDT auf
gesundes Hautgewebe gezeigt hatte [106]. Eine fehlende Schadigung von
physiologischem Gewebe wird ebenfalls im Rahmen der mittlerweile weit
verbreiteten 5-ALA fluoreszenz-gestutzten Gliomchirurgie berichtet [107, 108].
Unter Zusammenschau unserer praklinischen Ergebnisse und klinischer
Forschungsergebnisse der Gliomchirurgie erscheint eine Ubertragung auf

Hypophysenadenome realisierbar.

3.8 5-ALA im Vergleich zu anderen Photosensibilisatoren

Der ideale Photosensibilisator im neurochirurgischen Setting sollte zusammen-

gefasst Uber folgende Aspekte verfugen:

- maximale Eindringtiefe, wobei diese von der Wellenlange abhangig ist
(maximal zwischen A= 650 - 1100 nm), wobei mit zunehmender Wellenlange
die Energie abnimmt,

- hohe Tumorselektivitat,

- geringe Hautreaktion und systemische Nebenwirkungen,

- rasche Elimination
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Da 5-ALA diese Kriterien am besten erfullte und bereits eine Zulassung zur PDD
durch die Europaische Arzneimittelagentur (EMA) vorlag, fiel die Wahl auf 5-ALA
als Photosensibilisator fur die vorliegende Studie [47]. 5-ALA zeigte von allen
potentiellen Photosensibilisatoren das gunstigste Wirkungs-/ Nebenwirkungsprofil
[47, 54, 56, 57].

Im Vergleich zu Photosensibilisatoren der ersten Generation (z.B. HpD/ Photofrin®)
hat 5-ALA eine kurzere Eliminationszeit, was geringere Einschrankungen der
Lebensqualitat bedeutet (Schutz vor Sonne zur Vermeidung schwerer
Hautreaktionen) [109].

Webber et al. zeigten bereits in den 90er Jahren die rasche Elimination von 5-ALA
in-vivo binnen etwa 48 Stunden, was die Karenz von Sonnenlicht im Vergleich zum
Photofrin® (mehrere Wochen) drastisch reduziert [50]. Allerdings offenbarte sich
auch in dieser Studie bei rund einem Viertel der Patienten ein — wenngleich auch
transienter — Anstieg der Transaminasen, die insbesondere bei hoheren Dosen 5-
ALA (Vergleich zwischen 30 und 60 mg/g KG 5-ALA) auftraten. Eine tumorselektive
Anreicherung von 5-ALA — mit Ausnahme der Leber, worauf auch der Anstieg der

Transaminasen hindeutet — konnte ebenfalls nachgewiesen werden.

Photofrin® wurde bereits von Marks et al. in einer klinischen Phase I/lI-Studie im
Rahmen der PDT an Hypophysenadenomen untersucht [62]. Hier zeigte sich bei
vier von zwolf Patienten eine Hautreaktion, eine davon als schwer klassifiziert.
Zudem erfolgte die intravendse Applikation von Photofrin® 24 bzw. 48 Stunden
praoperativ. Im Hinblick auf eine klinische Praktikabilitat erscheint insbesondere die
lange Vorbereitungszeit als unkomfortabel und istim Vergleich zum 5-ALA, welches
aktuell im Rahmen der PDD etwa finf Stunden praoperativ oral gegeben werden

kann, als Nachteil anzusehen.

Zudem ist die hohe Rate an Hautreaktionen deutlich unginstiger als bei der
Nutzung von 5-ALA [62] und zeigte zudem auch eine deutlich geringere

Tumorselektivitat mit Schadigung des umgebenden Gewebes [110].

Cole et al. untersuchten die Wirksamkeit der PDT an Hypophysenadenom-
zellkulturen mit Hypericin als Photosensibilisator [75]. Hypericin kommt als naturlich
auftretender Photosensibilisator in Johanniskraut vor und findet insbesondere in der
Therapie von Depressionen seine klinische Anwendung. Hypericin ist ein passiver

Photosensibilisator, der in-situ lediglich von Licht aktiviert und nicht mehr
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metabolisiert werden muss, und Uber ein Fluoreszenzmaximum zwischen 590 und

640 nm verfugt.

Im Rahmen der PDT kommt es beim intravends verabreichten Hypericin zur
Kaspasen- und Cytochrom-C-induzierten Apoptose [111]. Es zeigte sich, dass
Hypericin ebenfalls ein potenter Photosensibilisator ist, der sowohl fur die PDD als
auch die PDT eingesetzt werden kann [112]. Allerdings sind auch bei Hypericin in
systemischer und topischer Anwendung starke phototoxische Hautreaktionen und

Odembildungen beschrieben [113].

Der Einsatz von Hypericin in der FGS und PDT in der Neurochirurgie sollte vorerst
nur im Rahmen klinischer Studien erfolgen, um das Wirkungs-/ Nebenwirkungsprofil

besser zu erfassen [56, 112].

3.9 Potenzial und Grenzen der 5-ALA PDT

Die 5-ALA-PDT ist mit vertretbarem apparativem und personellem Aufwand
realisierbar. Sie kann adjuvant oder primar eingesetzt werden und interferiert

gemal aktueller Lehrmeinung nicht mit anderen adjuvanten Therapien [68].

Aufgrund der Benignitat von Hypophysenadenomen sollte fur eine PDT eine
Nutzen-Risiko-Abwagung im Einzelfall erfolgen. Prinzipiell ware nach operativer
Therapie und bei residueller Infiltration oder Kompression benachbarter Strukturen,
z.B. des Sinus cavernous oder der A. carotis interna, ein intraoperativer adjuvanter
PDT Einsatz denkbar.

Wie zuvor beschrieben ist auch eine adjuvante Strahlentherapie aufgrund der
Gefahr von Strahlennekrosen oder Induktion von Zweittumoren nicht
unproblematisch. Solche adjuvanten Konzepte muissen sorgfaltig gegen eine

postoperative wait & scan-Strategie abgewogen werden [38].

Nachteil einer intraoperativen PDT ware die Verlangerung der OP-Zeit und damit
einhergehend die Erhéhung des Narkoserisikos [114]. In der bisherigen Literatur
werden bei der PDT Bestrahlungszeiten zwischen 20 und 45 Minuten beschrieben
[47]. Weiterhin sind bei der 5-ALA-PDT von Gliomen im Tierversuch post-
interventionell das Auftreten von Odemen beschrieben worden [73, 115]. Hierfiir
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zeigte sich in der von Ito et al. vorgenommenen Studie ein schlechtes Ansprechen

auf Steroide zur Senkung des intrazerebralen Drucks [115].

Hornung et al. zeigten, dass es zu keiner Resistenzbildung des Tumors kommt,
sodass eine repetitive PDT grundsatzlich moglich erscheint [116]. Eljamel et al.
zeigten in einer kleinen Phase-llI-Studie an Glioblastompatienten einen
signifikanten Uberlebensvorteil der Patienten, die mit repetitiver 5-ALA-PDT
behandelt wurden [70]. Grollere Fallzahlen im Rahmen der in der Initilerung
befindlichen NOA-11 Studie missen abgewartet werden (NOA-11, EudraCT-Nr.:
2015-002727-25).

Tierversuche lassen den Schluss nahe, dass eine repetitive 5-ALA-PDT mit
Verzdgerungen von jeweils einigen Wochen signifikant bessere Ergebnisse
offenbart [116, 117]. Dies scheint insbesondere im Hinblick auf Tumore mit tieferer
Infiltrationstiefe, als der beschriebenen Eindringtiefe von 5-10 mm, ein weiterer
moglicher therapeutischer Angriffspunkt zu sein [116].

Zudem erscheint der immunologische Effekt der PDT Potential zu haben: Eine in
domo durchgefuhrte 5-ALA-PDT-Studie mit Spharoiden der Glioblastom-Zelllinien
U87 und U251 konnte zeigen, dass es zu einer Anreicherung und Reifung von
Dendritischen Zellen kam, die Tumorantigene von den Spharoiden effektiv
erfassten. Zudem wurde das Hitzeschockprotein-70 nach der 5-ALA-PDT-
Behandlung auf den Spharoiden hochreguliert [118]. Dies lasst den Schluss zu,
dass die 5-ALA-PDT die erworbene Immunantwort zusatzlich férdern kann, sodass
hierdurch auch potentiell tiefere Schichten erreicht werden kdonnten.

Insgesamt nachteilig erscheint insbesondere die grundsatzlich geringe Eindringtiefe
der Behandlung, sodass die Indikationsstellung in der Neurochirurgie eher in

kleinen Tumorresiduen oder Bestrahlung der Resektionsrander zu sehen ist.
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3.10 Zukunftsperspektiven und Integration in ein

Behandlungsgesamtkonzept

Grund fur die geringe Forschungsintensitat fur adjuvante Therapien Dbei
Hypophysenadenomen ist gewiss die Benignitat und haufig gute Resektabilitat. Wie
zuvor beschrieben entsteht die Notwendigkeit zur Etablierung neuer, risikoarmer
adjuvanter Verfahren insbesondere aus der moglichen Infiltration der dem Tumor
angrenzenden Strukturen wie den Nn. optici oder der A. carotis interna [10, 11]. Hier
ist es bedeutsam, ein klinisches Gesamtkonzept der Behandlung solch operativ

nicht vollstandig zu resezierender Tumore zu entwickeln.

Perspektivisch erscheint die Ubertragung von Forschungsergebnissen der
Gliomchirurgie sinnvoll zu sein. 5-ALA hat sich als sichere Substanz bewahrt und
die PDT selbst zeigt sich in ersten klinischen Studien an Gliomen auch fur
intrazerebrale Eingriffe als klinisch praktikabel [46, 54]. Eine Ubertragung der 5-
ALA-PDT auf Hypophysenadenome scheint somit grundsatzlich realisierbar.
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Schlussfolgerungen.

In dieser Studie wurden am in-vitro-Modell der GH3-Zelllinie zunachst PDT-
Parameter optimiert. Die Erkenntnisse wurden in einer Serienuntersuchung an

primaren humanen Adenomzellen weiter umgesetzt.

Es konnte insbesondere ein dosis-abhangiger letaler Effekt der 5-ALA-PDT gezeigt

werden.

Weiterhin zeigte die Subgruppe der kortikotropen Adenome ein besonders gutes
Ansprechen auf die Behandlung. Sicher ist eine weitere experimentelle Absicherung
der Ergebnisse notig, aber prinzipiell erscheint die 5-ALA-PDT als mdogliches
alternatives adjuvantes Therapieverfahren fur Hypophysenadenome infrage zu

kommen.
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Anatomische Darstellung eines linksseitig gelegenen
Hypophysenadenoms mit den Ausmallen von 15x15mm jeweils mit
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