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1. Einleitung

1.1 Vorwort

Der medizinische Fortschritt und die wissenschaftlichen Anstrengungen
innerhalb der Tumorforschung sind derzeit enorm. Dennoch ist die Krankheit
Krebs weltweit nach wie vor nicht aufzuhalten. Seit Beginn des 20.
Jahrhunderts sind maligne Erkrankungen von der siebt- zur zweithaufigsten
Todesursache nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen geworden [1].

400.000 Menschen in Deutschland werden jahrlich mit der Diagnose Krebs
konfrontiert. Ohgaki et al. bestimmten mittels einer in der Schweiz
durchgefuhrten Studie eine Inzidenzrate von 3.32 pro 100.000 bei Mannern und
2.24 pro 100.000 bei Frauen (Bevolkerung/Jahr). Diese Zahlen wurden der
Welt-Standard-Population angeglichen [2].

Gehirntumore zahlen zwar mit 7 Neuerkrankungen auf 100 000 deutsche
Einwohner zu den weniger haufigen Tumorarten, machen innerhalb der
neurologischen Erkrankungen jedoch nach Schlaganfallen die zweithaufigste
Todesursache aus [3]. Maligne Gliome treten im zentralen Nervensystem des
Erwachsenen zu 40 bis 67% auf und zahlen somit zu den haufigsten
Primartumoren des Gehirns [4]. Stereotaktische Biopsie und reduktive Chirurgie
gefolgt von Radiatio und Chemotherapie stellen momentan die
Standardtherapie bei der Behandlung maligner Hirntumore dar. Nach Stupp et
al. sind nicht nur die Tumorhistologie, Grading und Lokalisation, sondern auch
die Kontrastmittelaufnahme sowie molekulargenetische Marker
ausschlaggebende Faktoren fiir das Uberleben von Patienten mit niedrig-
gradigen Gliomen. Gleichzeitig spielen Faktoren wie Alter und Anfalls-
Anamnese eine entscheidende Rolle fur die Prognose. Trotz verschiedenster
Behandlungsschemata mittels Radiatio und simultaner Chemotherapie sind
ausser der Tumorchirurgie bislang noch keine optimalen Therapieformen und -
sequenzen etabliert [5]. Augrund des invasiven Wachstums der Tumore in das
umliegende Hirnparenchym sind neurochirurgische Interventionen allerdings

nur begrenzt und eine vollstandige Resektion somit kaum maglich [6]. Auch die
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Lokalisation der Tumore in unmittelbarer Umgebung wichtiger funktioneller
Hirnareale erschwert die erfolgreiche Durchfihrung von Totalresektionen und
beinhaltet das Risiko iatrogen verursachter neurologischer Defizite. Trotz
aggressiver Therapieschemata verbleibt die mediane Uberlebenszeit nach
Diagnose bei weniger als einem Jahr [7]. Ohgaki et al. [2] beobachteten bei
jenen, in der Schweiz generierten Daten, eine 6-Monats-Uberlebensrate von
42.4%, wobei die 1-Jahres-Uberlebensrate bei 17.7% lag. Die 2-Jahres-
Uberlebensrate betrug schlielich nur noch 3.3%.

Vor dem Hintergrund vieler Studien ist allerdings der Anlass zu der Annahme
gegeben, dass eine radikale Tumorentfernung die mediane Uberlebenszeit
verlangert [8, 9, 10].

Um diese geforderte Radikalitdt des Eingriffs umsetzen zu konnen, ist eine
exakte nicht nur praoperative, sondern vor allem intraoperative
Tumoridentifizierung und -lokalisation erforderlich. Gerade deshalb ist die
forcierte Forschung nach anderen, alternativen Behandlungsmethoden unter
dem Aspekt der nur sehr kurzen medianen Uberlebenszeit der Hirntumor-
Patienten dringend erforderlich.

Die Photodynamische Therapie (PDT), welche sich in den letzten Jahren
zunehmend in der klinischen Forschung und Entwicklung befand, stellt ein
hierfur geeignetes Verfahren dar und wurde nicht zuletzt deshalb zum Fokus
dieser Arbeit.

Die Methode der PDT basiert auf der Applikation eines Photosensibilisators und
der anschlieBenden Bestrahlung des angereicherten Gewebes mit Licht einer
geeigneten Wellenlange.

Der Photosensibilisator Hypericin, ein Naphtodianthron, besitzt wie ein Grofteil
aller Photosensibilisatoren zusatzlich die Eigenschaft der Fluoreszenz und
eignet sich somit besonders zur kontrastreichen intraoperativen Visualisierung
von Tumorgewebe. Die Substanz erweist sich somit als vorteilhaft fur die
Anwendung der PDT innerhalb der Neurochirurgie, auch im Rahmen der
Zielsetzung einer zukunftigen klinischen Therapieform in diesem Bereich.

Nicht nur diese essentiellen Aspekte eroffneten fur diese Arbeit neues

Forschungsterrain. Auch vor dem Hintergrund einer kurzlich veréffentlichten
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Studie, welche zeigte, dass sich Hypericin in Glioblastomzellen starker
akkumuliert, als in Neuronen [11], ergab sich flr diese Arbeit die Fragestellung

der systematischen In-vitro-Charakterisierung der Substanz.

1.2 (Primare) Tumoren des ZNS

Tumoren des zentralen Nervensystems bilden unter allen menschlichen

Tumoren einen Anteil von etwa 9% [12].

1.2.1 Gliome

Gliome sind primare Tumore des zentralen Nervensystems und bilden unter
den Hirntumoren die grof3te Gruppe. Gliale Tumore entwickeln sich aus dem
Stutz- und Nahrgewebe des Gehirns, der sogenannten Glia. Nach Bruner et al.
sind 70% der primaren ZNS-Tumoren Gliome, jedes Jahr werden nahezu 5000
Falle neu diagnostiziert [13]. Nach Ohgaki et al. betragt die Anzahl der
Neuerkrankungen pro Jahr 2,96 bis 3,39 auf 100 000 Personen [14]. Codd et al.
bezeichneten diese Tumorentitdt ebenfalls als die mit 40 bis 67% am
haufigsten im zentralen Nervensystem des Adulten wachsende Tumorentitat
unter den primaren Hirntumoren [4]. Hierzu zahlen Astrozytome,
oligodendrogliale Tumore, Ependymome sowie gemischte Gliome [15, 16].
Hierunter bildet das Glioblastom mit 50% einen betrachtlichen Anteil. Dessen
ursprunglicher Zellverband ist aufgrund seines undifferenzierten Wachstums
nicht eindeutig zu definieren, seine histologische Morphologie stellt sich als
aulerst variabel dar [13]. Gliomzellen sind stark migratorisch und infiltrieren
sehr frGh benachbarte Hirnareale. Gliome stellen nicht nur morphologisch,
sondern auch zellbiologisch in sich heterogene Tumore dar, deren Wachstum
als diffus-infiltrierend beschrieben wird [13]. Aufgrund der Diffusitat der
Tumorgrenzen erweist sich sowohl die intraoperative Abgrenzung von
physiologischem Hirnparenchym als auch die histopathologische Bestatigung
vollstandiger Resektionsrander als aulRerst kompliziert [17, 18]. Meist ist eine

vollstandige Resektion der Gliome somit kaum mdglich.
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1.2.1.1 Astrozytome

Astrozyten dienen der Versorgung des Gehirns und Ruckenmarks, ubernehmen
daruUber hinaus bedeutende Funktionen bei neuronalen Stoffwechselfunktionen
und sind an der Bildung der Blut-Hirn-Schranke mitbeteiligt [13]. Diese Zellen
enthalten charakteristischerweise das Filament-Protein GFAP (glial fibrillary
acidic protein), welches trotz der morphologischen Variabilitdt ihrer
neoplastischen Korrelate, einen nutzlichen immunhistochemischen Marker far
deren ldentifizierung darstellt.

Astrozytome gehoéren zur Gruppe der neuroepithelialen Tumoren und bilden mit
75 bis 90% den grossten Anteil unter den primaren Gliomen. Diese lassen sich
nach der WHO-KIlassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems in vier

Dignitatsgrade unterteilen:

WHO | Tumor Dignitat Histologie Genetische
Alterationen
I Pilozytisches |Benigne Rosenthalfasern | Akkumulation von p53
. , (> 50%)
Astrozytom Eosinophile Deletion Chromosom
Korperchen 17q (< 20%)
I Astrozytom Niedergradig |Kernatypien Mutation von p53
(>25%)
11l Anaplast. Maligne Kernatypien Mutation von p53
Astrozytom Mitosen (> 30%)
Mutation von p16
(> 20%)

Deletion Chromosom
10 (> 60%) und 19q

(< 50%)
A\ Glioblastoma |Hochmaligne |Kernatypien Mutation von p53
multiforme Mitosen (> 30%)
Mutation von p16
Nekrosen (> 50%)

Deletion Chromosom
10 (> 60%) und 19q
ration (25%)

Gefalprolife-

Tabelle 1: WHO-Klassifikation astrozytarer Tumoren, modifiziert nach Kleihues
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Im Jahre 2007 wurde allerdings die vierte Edition der WHO-Tumorklassifikation
des zentralen Nervensystems verodffentlicht. Diese bezieht, um nur zwei von
vielen exemplarisch aufzufihren, mehrere neue Tumorentitaten wie das angio-
zentrische Gliom und den papillaren glioneuralen Tumor mit ein. Aul3erdem
wurden histologische Typen hinzugefiigt und die Bereiche der genetischen
Profile aktualisiert [19]. Da im Rahmen vorliegender Arbeit mit
Glioblastomzellen experimentiert wurde, wird im folgenden lediglich auf diese
Untergruppe der Gliome im Detail eingegangen. Glioblastome werden wie in
Tabelle 1 ersichtlich als WHO Grad IV klassifiziert. Zu deren Untergruppen

zahlen das Riesenzellglioblastom sowie das Gliosarkom [20].

Abbildung 1: Typisches Bild eines sogenannten Schmetterlingglioms in der T1
gewichteten MRT Aufnahme nach Gadoliniumgabe. Der Tumor breitet sich Uber das
Corpus callosum bifrontal aus und komprimiert die beiden Frontalhérner.
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Abbildung 2 A: Praoperative MRT des Zerebrums. Die T1-gewichtete Aufnahme nach
Gadoliniumgabe zeigt ein teils zystisches, teils solides Glioblastom, links prazentral.

Abbildung 2 B: Die postoperative Aufnahme zeigt den Zustand nach Resektion des
Glioblastoms.

Die Tumornekrose ist das Hauptkriterium zur Differenzierung zwischen
anaplastischen Astrozyomen und Glioblastomen [21, 22, 23] darUber hinaus

weisen  Glioblastome pathohistolgisch nicht nur Hamorrhagien und

Thrombosenbildung auf, sondern imponieren auch durch enorm rasches
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Zellwachstum [13] sowie durch ihre dusserst unterschiedliche histologische
Morphologie.

Abbildung 3: Histologisches Schnittbild eines diffusen Astrozytoms WHO Grad Il mit
charakteristischem fibrillaren Hintergrund.

Abbildung 4 B

o2

Abbildung 4 C Abbildung 4 D

Abbildung 4 A bis D: Histologische Schnittbilder eines Glioblastoms WHO Grad IV mit
Mitosenreichtum. In Abbildung A und D ist im Vergleich zu Abbildung 3 eine
ausgepragtere Kernpleomorphie zu sehen; im unteren mittleren Bildbereich ist eine
Mitosefigur erkennbar. Abbildung B weist viele Gefalproliferate auf. In Abbildung C
imponiert eine strichformige Nekrose mit palisadenférmiger Anordnung der Tumor-
zellen.
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Typisch sind auch ausgepragte glomeruloide Gefaldproliferationen
(Endothelzell-Proliferate) in den Tumorrandbereichen. Primare, de novo
Glioblastome, welche die haufigere Form darstellen, entstehen ohne Nachweis
eines geringer differenzierten Glioms und manifestieren sich Uberwiegend bei
alteren Patienten, wohingegen sekundare Glioblastome, welche auf dem Boden
urspringlich besser differenzierter Astrozytome, Oligoastrozytome oder
Oligodendrogliome malignisieren, vorwiegend bei jungeren Patienten entstehen
[20]. Diese Form des Glioblastoms ist seltener und weist eine bessere
Prognose auf. Bei ersterer lasst sich molekulargenetisch haufig eine PTEN-
Mutation feststellen, letztere geht oft mit einer p53-Mutation einher [20] und
zwar in 60% der Falle [15].

Glioblastome treten nicht nur solitdr auf, sondern auch in 3 bis 6% multifokal.
Sie sind meist supratentoriell lobar lokalisiert, circa 5% metastasieren in den
Subarachnoidalraum [20]. Vor allen Dingen in den GrofRhirnhemispharen
lokalisiert, breitet es sich haufig schmetterlingsformig tber das corpus callosum
auf die balkennahen Regionen der Gegenseite aus [24], hierbei spricht man
vom sogenannten Schmetterlingsglioblastom.

Die klinischen Symptome zeichnen sich durch Kopfschmerzen (20 bis 60%),
Paresen (20 bis 60%), Psychosyndrom (14 bis 42%) sowie durch epileptische
Anfalle (11 bis 36%) aus [20].

1.2.1.2 Invasivitat des Wachstums

Invasiv wachsende Gliomzellen breiten sich in verschiedenen anatomischen
Strukturen des ZNS wie beispielsweise in der Membran von Blutgefassen oder
innerhalb der Glia limitans externa aus. Durch extrazellulare Matrixproteine
ebenso wie Uber eine enzymatische Modifizierung des Extrazellularraums wird
die noétige Umgebung fir eine Ausbreitung in benachbarte Hirnareale
geschaffen [25].

Ebenso wurde beobachtet, dass sich invasive Gliomzellen haufig Uber

Myelinfaserbundel der weissen Substanz verbreiten.
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Die Art und Weise der Tumorausbreitung scheint somit nicht willktrlich zu sein,
sondern geschieht auf hamatogenem Wege oder auch uber myelinisierte
Axone. Aufgrund ihrer grofen Affinitat zu Myelinfaserblndeln erstreckt sich die
Ausbreitung maligner Gliomzellen von der Sehstrahlung Uber das Corpus
callosum bis hin zur vorderen Komissur und resultiert so in bilateralem
Wachstum [26, 27, 28]. Matsukado et al. entdeckten bei 47% von 100 Patienten
mit malignen Gliomen eine Ausbreitung auf die kontralaterale Hemisphare [29].
Die Ausbreitung in die Ventrikel wird letztlich mit subependymalem Wachstum,
Invasion des plexus choroideus sowie der Metastasierung uber den Liquor
assoziiert.

Metastasen im Subarachnoidalraum sind in 15 bis 25% der Glioblastome [30,

31], zu beobachten, eine systemische Metastasierung ist jedoch selten [32, 33].

1.2.1.3 Therapie und Prognose von Gliomen

Die Mortalitat bei Tumoren des ZNS in Westeuropa, Nordamerika und
Australien, einschlie3lich aller histologischer Subtypen, liegt ungefahr bei 4 bis
7 pro 100 000 Personen pro Jahr beim mannlichen sowie bei 3 bis 5 beim
weiblichen Geschlecht [34, 35].

Die Prognose fur Patienten, die an einem Gliom erkrankt sind, ist, das
pilozytische Astrozytom ausgenommen, nach wie vor schlecht. Die mediane
Uberlebenszeit betragt 4,9 Monate, die Finf-Jahres-Uberlebensrate nur 1,2 bis
2,9%. Der Altersdurchschnitt bei Erstdiagnose betragt 61 bis 62 Jahre [14].

Fir die Prognose von Langzeitiberleben bei Patienten mit hdhergradigen
Gliomen, sind mehrere Variablen von Bedeutung. Diese betreffen nicht nur den
Therapieerfolg, sondern sind ebenso abhangig von der Tumorhistologie wie
auch vom Patienten selbst. So zahlen nicht nur das Ausmal} des chirurgischen
Eingriffs und das Tumorgrading, sondern auch Alter und mental-kognitive
Fahigkeiten zu den Faktoren, die das Uberleben wesentlich beeinflussen [9].
Allerdings scheint das Ausmal} der neurochirurgischen Intervention unter all

diesen den Dbestandigsten Faktor darzustellen. Im Gegensatz zur
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stereotaktischen Biopsie hat die Durchfiuhrung einer Totalresektion eine
signifikant verlangerte Uberlebenszeit zur Folge [9].

Stummer et al. 2008 [36] veroffentlichten erst kurzlich, dass bei Glioblastomen
die Uberlebensrate von einer kompletten Resektion des Tumors im Sinne einer
totalen Tumorresektion abhangt. Somit Uberlebten Patienten ohne
Residualtumor langer (16,7 versus 11,8 Monate). Weiterhin fanden Re-
Interventionen bei Patienten mit residualem Tumor fruher statt (6,7 versus 9,5
Monate). Ammirati et al. [8] hatten bereits im Jahre 1987 in ihrer Studie den
positiven Effekt der chirurgischen Resektion supratentorieller Glioblastome und
anaplastischen Astrozytome auf Uberlebenszeit und Lebensqualitat postuliert.
Patienten, welche eine Totalresektion erhalten hatten, wiesen eine mediane
Uberlebenszeit von 90 Wochen, wohingegen Patienten mit subtotaler Resektion
lediglich 43 Wochen Uberlebten. Ebenso wurde ein signifikanter Unterschied
bezlglich der Lebensqualitat, gemessen am Karnowsky—Index, festgestellt.
Somit korreliert die Totalresektion mit langerem Uberleben sowie einer
verbesserten Lebensqualitat.

Aktueller Standard ist die maximal mogliche Resektion des Tumors mit
anschlieRender Radiochemotherapie mit Temozolomide sowie adjuvanter
Chemotherapie fur weitere 6 bis 12 Monate [37].

Stupp et al. [38] verglichen Resektion plus anschlieliende Radiotherapie versus
Resektion plus Radiotherapie sowie Chemotherapie mit Temozolomide, das
wahrend und nach der Radiatio verabreicht wurde. Die Therapieform der
Radiatio mit Temozolomide fuhrte zu dem Ergebnis einer Zwei-Jahres-
Uberlebensrate von 26,5% im Gegensatz zu einer Zahl von 10,4% bei alleiniger

Radiotherapie.

10
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1.3 Klinische Fluoreszenzdiagnostik und PDT

1.3.1 Historischer Uberblick

Die Urspriunge photodynamischer Verfahren lassen sich bis in die Antike
zuruckverfolgen. Bereits damals erkannte man, dass Sonnenlicht einerseits und
die Wirksamkeit verschiedener Substanzen andererseits miteinander
korrelieren. Diese Erkenntnis vom Nutzen des Sonnenlichts wurde nicht nur in
antiken agyptischen Schriften (1300 v. Chr.) dokumentiert, sondern findet sich
ebenfalls in medizinischen Niederschriften aus Indien und dem antiken
Griechenland [39]. So geben Zeilen des Corpus Hippocratum (460 bis 375 v.
Chr.) erstmals Aufschluss uber die physiologischen Auswirkungen von
Sonnenlicht auf den menschlichen Kérper [40].

Das Phanomen der Bioluminiszenz war bereits den Rémern ein Begriff [41],
uber photosensibilisierende Medikamente und nachfolgende Exposition mit
Sonnenlicht berichtete Abn Mohamed Abdullah Ben Ahmed (,Ebn Baithar®)
bereits um 1200 v. Chr. [42].

Uber die Abhangigkeit des Ausmasses der Lichtreaktion von der Hohe der
Konzentration bestimmter Medikamente und Pflanzen wurden im 19.
Jahrhundert erste Beobachtungen angestellt. Baumstark berichtete Uber die
klinischen Symptome der akuten intermittierenden Porphyrie bei Sonnnelicht im
Jahre 1874.

16 Jahre spater beschrieben Charles Darwin und Karl Damann die Entstehung
von Exanthemen bei Tieren nach der Nahrungsaufnahme von Buchweizen.
Diejenigen Tiere, welche einer langeren Sonnenexposition ausgesetzt worden
waren, wiesen schwerwiegendere Hautirritationen auf [43]. Bei Schafen und
Rindern, welche auf der Weide Johanniskraut aufgenommen hatten, resultierten
ahnliche Hautveranderungen [44].

Erstmals richtungsweisende Schritte in das Neuland der Umsetzung
photochemischer Prozesse in die Praxis und deren Kklinisch-therapeutischer
Anwendung, wagte Professor Hermann von Tappeiner in der Neuzeit.

Untersuchungen seines Mitarbeiters Oscar Raab zu Acridin und seinen
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Derivaten und deren Auswirkungen auf Infusorien und Protozoen richteten das
Augenmerk der Wissenschaftler auf die Phototoxizitat weiterer fluoreszierender
Substanzen wie beispielsweise Chinidin und Eosin [45, 46].

Diese Erkenntnisse voraussetzend, fuhrte von Tappeiner gemeinsam mit dem
Dermatologen Alfons Jesionek im Jahre 1903 die ersten therapeutischen
Versuche am Menschen durch. Die photodynamische Behandlung erfolgte bei
Patienten mit kanzerdsen, Syphilis bedingten sowie tuberkuldsen Erkrankungen
der Haut mittels topischer Applikation eines eosinhaltigen Farbstoffes. Zunachst
erfolgte die Bestrahlung durch Sonnenlicht, spater auch durch das Licht einer
Kohlebogenlampe [45, 47, 48].

Erste Ergebnisse zu photodynamischen Versuchen mit Hamatoporphyrin,
einem eisenfreien Hamderivat [49] veroffentlichte Walter Hausmann im Jahre
1911. 1912 injizierte sich der Minchener Assistenzarzt Friedrich Meyer-Betz
selbst 200 mg Hamatoporphyrin. Im Anschluss bestrahlte er selbst ein kleines
Areal seines Unterarms mittels einer Finsen-Lampe, woraufhin es zur Bildung
von Ulzerationen kam. Hiermit studierte er im mutigen Selbstversuch die
photosensibilisierende Eigenschaft dieser Substanz [50].

Die selektive Detektion der roten Fluoreszenz in Rattensarkomen nach Gabe
von Hamatoporphyrin gelang schlie3lich Albert Pericard im Jahre 1924 unter
Verwendung einer Woods-UV-Lampe zur Fluoreszenzanregung [51].

Zwei Jahrzehnte spater demonstrierten Auler und Banzer die
tumorlokalisierenden Eigenschaften von Porphyrinen. Bei ihren Versuchen
erwies sich die Fluoreszenz von Hamatoporphyrin in Tumoren als deutlich
hoher [52] als in gesundem Gewebe. Diese Beobachtung der vermehrten
Akkumulation dieser Substanz in neoplastischen Geweben wurde durch Figge
et al. [563] in spateren Versuchen verifiziert und Hamatoporphyrin somit als
geeigneter Photosensibilisator postuliert [54]. Aufgrund der damals in unreiner
Zusammensetzung vorliegenden Substanzen und der hieraus maoglicherweise
resultierenden starken Nebenwirkungen, wurde diese Erkenntnis klinisch-
therapeutisch allerdings nicht weiter erprobt.

Mit der Synthese eines Hamatoporphyrinderivats im Jahre 1960 gelang es

schliel3lich, die Tumorselektivitat der Substanz massgeblich zu verbessern [55]
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und so spater unterschiedliche Tumorarten zu detektieren. So nutzte Lipson
1966 erstmals die Substanz zur Behandlung eines Mamma-Karzinoms bei einer
Patientin [56, 57, 58, 59].

Mit  der  Anwendung der  photodynamischen  Therapie  mittels
Hamatoporphyrinderivaten und Dihamatoporhyrinether sowie der Bestrahlung
aus einer Xenon-Bogenlampe an 25 Patienten mit kutanen und subkutanen
Tumoren, konnten Dougherty et al. [60] im Jahre 1978 bei 111 von 113
Tumoren komplette oder partielle Remission erzielen und leisteten so
bahnbrechende Arbeit in der Geschichte der PDT.

James Kennedy et al. befassten sich im Jahre 1990 [61] erstmals mit der
klinischen  Bedeutsamkeit der 5-Aminolavulinsaure  (5-ALA), einer
Vorlaufersubstanz der Porphyrine, bei der Behandlung dermatologischer
Erkrankungen. Nach Gabe von 5-ALA wird das Fluorophor Protoporphyrin X in
situ gebildet und fuhrt aufgrund seiner Halbwertszeit von nur 24 Stunden zu
einer nur kurzzeitigen Sensibilisierung der Haut.

Das Hamatoporphyrin-Derivat Photophrin wurde 1993 in Kanada erstmals
zugelassen und ist bis heute der einzig zugelassene Photosensibilisator fur die
PDT, obwohl derzeit mehrere Substanzen in praklinischen Studien getestet
werden. Hierunter zeichnet sich vor allem die Substanz Hypericin aus, auf
deren besondere Eigenschaften im Rahmen dieser Arbeit im Detail

eingegangen wird.

1.3.2 Entstehung von Fluoreszenz

Luminiszenz (Licht) bedeutet eine durch niedrige Temperaturen verursachte
Lichtemission eines Stoffes und lasst sich durch Bestrahlung hervorrufen. Eine
ausschlieBlich wahrend dieser Erregung auftretende Luminiszenz bezeichnet
man wiederum als Fluoreszenz.

Somit stellt die Fluoreszenz innerhalb der Lumineszenz ein besonderes
Phanomen dar und wird definiert durch den Ubergang eines elektronisch

angeregten Systems in einen Zustand niedrigerer Energie durch spontane
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Lichtemission. Dabei wird das angeregte Photon innerhalb von circa
107 bis 10° Sekunden nach dem Absorptionsvorgang wieder emittiert.

Erfolgt der Prozess der Lumineszenz in raschem Ablauf, namlich in einer
kurzen Zeitspanne relativ gesehen zur Lebensdauer des angeregten
Zustandes, so wird er als Fluoreszenz bezeichnet.

Die Fluoreszenz findet ihren begrifflichen Ursprung in dem fluoreszierenden
Mineral Fluorit (Flusspat, Kalziumfluorit).

Die Absorption elektromagnetischer Strahlen resultiert haufig in der Anregung
von Atomen oder Molekulen, welche energetisch hohere Elektronenzustande
einnehmen. Das Molekul befindet sich zunachst im elektronischen
Grundzustand. Wird nun ein Photon geeigneter Wellenlange absorbiert, kommt
es zu einer Anhebung eines Elektrons in einen elektrisch angeregten Zustand.
Hierbei spricht man von Singulett (S) oder Triplett (T) - Zustanden, je nach der

Quantenzahl des Elektronenspins S = 0 oder S = 1 [62].
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& T T T T | X
e
3 |
- |
= A A A e | e T e S
=
‘E; I AN I
= WM I T——
]
v |
Grundzustand Y Y
Absofption Emission
(Anregung) (Fluorg'szenz)

Abbildung 5: Absorption und Floreszenzemission.

Ein Photosensibilisator wird im Grundzustand mit Licht einer definierten Wellenlange
angeregt. Ein Teil der so eingebrachten Energie relaxiert nichtstrahlend auf ein tiefer
liegendes Niveau. Von dort ist nun eine charakteristische Fluoreszenzemission
moglich.
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Erfolgt nun die Absorption eines Photons oder Lichtquants durch ein Atom oder
(Photosensibilisator-)Moleklil, geht dieses von seinem energetischen
Grundzustand Sy in einen energetisch angeregten Singulett-Zustand S oder S,,
in Abhangigkeit von der Wellenlange, uber. Dies ist mit einer Anhebung eines
Valenzelektrons von einer der inneren Bahnen auf eine weiter aul3en liegende
Bahn gleichzusetzen. Beim Singulettzustand zeichnen sich die beiden
gepaarten Elektronen durch einen entgegengesetzten Spin (+1/2 und -1/2) aus.
Die Summe der Spins S = +1/2 -1/2 betragt schlie3lich 0.

Dieser Zustand der Anregung eines Moleklls ist jedoch instabil: Innerhalb
weniger Nanosekunden erfolgt ein strahlungsfreier Ubergang vom angeregten
Zustand S oder S, zuruck in den ursprunglichen Zustand So.

Entsteht eine komplette Umwandlung der absorbierten Energie in Warme, so
spricht man von einer strahlungslosen Deaktivierung oder auch inneren
Konversion (internal conversion). Andererseits kann diese jedoch auch beim
Ubergang von S; zu So durch die Emission von Licht, ndmlich der Abgabe eines
Photons enstehen. So entsteht ein sogenannter strahlender Ubergang, welcher
auch als Phanomen der Fluoreszenz bezeichnet wird. Anschlielend kehrt das
Elektron ohne Spinumkehr wiederum in seinen Grundzustand Sy zurtick.
Zusammenfassend gilt somit, dass Elektronentubergange in den Grundzustand
So und dessen vibronische Niveaus entweder unter Abstrahlung von
Fluoreszenz, das heisst durch die spontane Emission eines Photons oder

strahlungslos durch innere Konversion erfolgen.
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Abbildung 6: Jablonski-Diagramm
Molekulare Energieniveaus und Elektroneniibergdnge bei der Photodynamischen
Therapie und Fluoreszenzdiagnostik.

Eine wesentliche Rolle spielt ebenso der Prozess des ,Intersystem crossing®,
welcher fiir strahlungslose Ubergdnge vom angeregten Singulett-Zustand S in
den angeregten Triplett-Zustand T4 unter Umkehr des Elektronenspins steht.
Dieser Prozess impliziert das Umklappen von Elektronenspins. Die Summe S =
1/2+1/2 betragt hierbei 1, oder aber S = -1/2+(-1/2) betragt -1. Die Summe S =
0 der Spinvektoren ist ebenfalls mdglich.

Energetisch ist der T4 Zustand ein niedrigerer als S1. Durch einen verbotenen
Ubergang, das sogenannte Spin-Verbot, resultiert ein sich durch eine relative
Stabilitat auszeichnender Triplett-Zustand. Somit ist der Ubergang von T1zu Sg
ein relativ langandauernder: Die Ti-Lebensdauer liegt im Bereich von
Mikrosekunden. Der Ubergang findet einerseits strahlungslos durch innere
Konversion oder andererseits durch Abgabe von Strahlung in Form von

Phosphoreszenzstrahlung  statt, welche sich durch eine langere
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Uberlebensdauer (Sekunden- bis Minutenbereich) auszeichnet. Bei beiden
Prozessen findet eine Spinumkehr statt.

Lediglich fir den Ubergang vom schwingungsfreien Zustand S; in den
schwingungsfreien Zustand S, ist die Photonenenergie sowohl fur die
Absorption als auch fir die Fluoreszenz gleich. Denn der durch den Abstieg
Uber vibronische Niveaus oder auch durch den Ubergang in niedrigere
angeregte elektronische Zustande bedingte Energieverlust hat zur Folge, dass
bei allen anderen optischen Vorgangen (angeregter Zustand Si zu Sy bzw.
angeregter Zustand S; zu T,) die Absorptionsenergie immer grof3er ist als die
Emissionsenergie. Daraus resultierend ist in der Umkehrung die Wellenlange
der Fluoreszenzstrahlung grof3er als die der Absorption.

Weitere Energieverluste fuhren auRerdem zu einem Fluoreszenzlicht, welches
sogar noch langwelliger ist. Dieses Phanomen ist auch als ,Stokes-

Verschiebung® bekannt [62] und ist in Abbildung 7 dargestellt.

Stokes shift
=

intensity

absorption

wavelength

Abbildung 7: Stokes Shift

1.3.3 Fluoreszenzdiagnostik

Die Fluoreszenzdiagnostik stellt innerhalb der onkologischen Diagnostik ein
modernes Verfahren und eine gute Alternative zu den herkdmmlichen

bildgebenden Verfahren dar, um malignes Gewebe visualisieren und von
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Normalgewebe sicher differenzieren zu kénnen. Die Moglichkeit der exakten
Lokalisation von Tumorgewebe ist vor allem wahrend operativen Einsatzen von
grosser Bedeutung (siehe auch Abbildung 8).

Unterschieden werden hierbei die Autofluoreszenzdiagnostik, basierend auf der
endogenen Fluoreszenz des Gewebes und die exogene Fluoreszenzdiagnostik,
welche die Applikation eines Photosensibilisators erforderlich macht, welcher

selektivim Tumorgewebe akkumuliert.

Abbildung 8: Endoskopische Darstellung der Harnblase.

In der linken Aufnahme ist unter normaler Sicht ein zweiter Tumor nur schwer
erkennbar. Nach pra-operativer Verabreichung von 5-ALA ermoglicht eine
intraoperative Fluoreszenzdarstellung die exakte Lokalisation des zweiten kleineren
Tumors.

Die beim Ubergang vom Zustand S; zu S, entstehende Emission von
Fluoreszenzlicht kann bei der Fluoreszenzdiagnostik durch optische Systeme
dargestellt werden und eine Lokalisation des malignen Gewebes ermoglichen.
Somit wird hierbei der Singulettzustand von positivem Nutzen, wohingegen der
Triplettzustand aufgrund der enstehenden reaktiven Sauerstoffspezies und
daraus resultierenden Phototoxizitat einen Stdrfaktor darstellt. Dieser Effekt
kann allerdings durch eine schwache Intensitat des Anregungslichtes
umgangen werden [63]. Die fur eine erfolgreiche Fluoreszenzdiagnostik
verwendeten Photosensibilisatoren sollten sich durch eine mdoglichst hohe

Fluoreszenz-Quantenausbeute auszeichnen. Unter diesen Bedingungen ist erst
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eine genaue, kontrastreiche Visualisierung von malignem Gewebe mdglich.
Eine Vielzahl der gangigen Photosensibilisatoren weist diese Eigenschaft auf
und kann somit zur Fluoreszenzdiagnostik oder aber auch fur operative
Eingriffe wie die Gewinnung von Biopsaten oder Durchfuhrung von

Resektionen erfolgreich eingesetzt werden.

1.3.4 PDT und Wirkungsmechanismen

Im Unterschied zur Fluoreszenzdiagnostik ist fir die PDT vor allem der
strahlungslose Energietransfer vom angeregten Triplett-Zustand T4 auf
benachbarte Moleklle, insbesondere Sauerstoffmolekile, von grolder
Bedeutung. Dies impliziert den direkten Energietransfer auf einen geeigneten

Partner, gewohnlich molekularen Sauerstoff.

Zenstbihsator
Thplettzustand T

Energetransfer

O3
Fluoreszens ntersystem
\ Crossing
sensibilisator
Singulettzustand 3y Biclogizches
Lichtabsorption bl
T f/ oF l
=ensthilisator
Grundstand S
Zelltod

Abbildung 9: Energietransfer von einem Photosensibilisator auf ein Sauerstoffmolekil

Dieser  Prozess  des strahlungslosen Ubergangs  des Photo-
sensibilisatormolekils erfolgt unter Umklappen von Elektronenspins vom

angeregten Singulett-Zustand S; in den angeregten Triplett-Zustand Tj.
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Letzterer stellt fur die Abfolge photochemischer Reaktionen einen wesentlichen
Faktor dar und zeichnet sich vor allem durch seine Langlebigkeit
(Mikrosekunden) aus. Dieser Vorgang wird auch als Intersystem Crossing
bezeichnet.

In Gegenwart geeigneter Substrate finden hieraus Elektronen- oder
Energietransferreaktionen statt, welche als Typ-1 bzw. Typ-2-Mechanismus
bezeichnet werden. Beide Mechanismen fuhren zur Entstehung hochreaktiver

Sauerstoffspezies.

Reaktionstyp Sauerstoff-Spezies (ROS)
Hydroxylradikal OHe

Typ | Hydroperoxid H,O
Superoxid(radikal) Oz

Typ Il Singulettsauerstoff 02*

Tabelle 2: Reaktionstypen bei der PDT und dabei gebildete Sauerstoffspezies

Beim Typ-1-Mechanismus, dem Elektronentransfer, Ubernehmen die
Photosensibilisatormolekile die Funktion von Elektronendonoren oder -
akzeptoren fur Substrat- oder Sauerstoffmolekile. Hierbei werden hochreaktive
Radikale oder Radikalanionen gebildet, welche sich wiederum mit molekularem
Sauerstoff zu Superoxidradikalen (O, oder H;O’) umbilden koénnen. Diese
ziehen die Oxidation verschiedenster Biomoleklile wie beispielsweise
Phospholipide, ungesattigten Fettsduren und Cholesterin nach sich und

resultieren letztlich in einer direkten oder indirekten Zelldestruktion [64].
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Abbildung 10: Wirkmechanismus der PDT

Beim Typ-2-Mechanismus hingegen kommt es zum Transfer elektronischer
Anregungsenergie vom Photosensibilisatormolekul auf ein Sauerstoffmolekul
durch direkte Energielibertragung. Analog hierzu erfolgt ein Ubergang des
Sensibilisatormolekils vom angeregten Triplett-Zustand in den Singulett-
Grundzustand sowie ein Ubergang des Sauerstoffmolekiils vom Triplett-
Grundzustand in den angeregten Singulett-Zustand.

Diesem Mechanismus kommt in der PDT eine wesentliche Bedeutung zu.
Hierbei wird hochreaktiver Singulett-Sauerstoff ('O,) gebildet, wahrend die
Photosensibilisatormolekiile in ihren energetischen Grundzustand zurlck-
kehren. So ist eine erneute Absorption von Licht und demzufolge eine weitere
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wieder moglich und der Kreislauf somit
geschlossen.

Das Sauerstoffangebot in der Umgebung des Photosensibilisators ist
maligebend fur die letztendliche Menge des Singulett-Sauerstoffes, von
welchem fur die PDT mdglichst viel vorliegen sollte. Wahrend Sauerstoff eines
der wenigen Molekule darstellt, dessen Grundzustand der Triplett-Zustand ist,
ist der angeregte Singulett-Sauerstoff ein hochreaktives Molekll, das zu
ahnlichen Oxidationsmechanismen wie beim Typ-1-Mechanismus fuhrt.
Aufgrund ihrer Instabilitdt bilden die primaren Oxidationsprodukte Potential fur
weitere Reaktionen, die wiederum die direkte oder indirekte Destruktion von

Zellen nach sich ziehen konnen [65].
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Auch die Photosensibilisatormolekule selbst stellen geeignete Reaktionspartner
der reaktiven Sauerstoffspezies dar, weshalb die Bildung zytotoxischer
Agentien letztendlich selbstlimittierend ist. Hierbei kommt es zur Bildung
sogenannter  Photoprodukte,  welche mit einer  Anderung  der
Fluoreszenzeigenschaften und somit einer Einschrankung der therapeutischen
Wirksamkeit des Photosensibilisators einhergehen. Diese Abnahme der
Fluoreszenzintensitat des Photosensibilisators wird als ,Photobleaching”
bezeichnet [62].

1.3.5 Auswirkungen der PDT auf die Zelle

Die durch photophysikalischen Prozesse entstandenen zelltoxischen
Oxidationsprodukte (bereits in Abschnitt 1.3.4 beschrieben) fliihren nicht nur zur
Beeintrachtigung der Integritat der Zellfunktionen, sondern resultieren

letztendlich in einer kompletten Destruktion der Zelle.

Nekrose
Schaden an zellularen Membranen —— )
Apoplose
Lysosomen N

Kollagenasen
ICAM-1
Hamoxygenase-1
IL-1a,B
IL-6
TNF-a

Zelle

Plasmamembran

Golgi-Apparat

Abbildung 11: Zytotoxizitat — induziert durch PDT

Durch Bildung von Sauerstoffradikalen kommt es intrazellular zur

Lipidperoxidation und somit zur Schadigung der Zellmembran mit dem Resultat
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der Nekrose und Apoptose. AuRRerdem fihrt die Bildung der Radikale zur
Bildung von Interleukinen und Tumornekrosefaktor tber eine Modulation der
Zellkernfunktion. Diese fuhren ebenfalls zum Zelltod.

Dieser Zelluntergang kann Folge von zwei verschiedene Mechanismen sein:
einerseits der Zellnekrose [66] und andererseits der Induktion der Apotose [67,
68] der Zelle.
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Abbildung 12: Induktion von Apoptose und Nekrose durch die Entstehung von
Sauerstoffradikalen wahrend der PDT

Die Ursache dieser Prozesse liegt bei beiden Mechanismen in
unterschiedlichen Ebenen. So kommt es zur Schadigung einzelner Molekile
wie beispielsweise von Enzymen, ganzen Molekulkomplexen oder aber von
intrazellularen Strukturen. Welcher dieser Vorgange letztlich ausschlaggebend
fur den Zelltod ist, ist abhangig von der Art der Sauerstoffspezies, deren
Konzentration und Ort der Generierung. Diese Faktoren wiederum stehen mit
den Eigenschaften des Photosensibilisators an sich (zum Beispiel Lipophilie
und Hydrophilie), dessen Verteilung in der Zelle, aber auch vom vorhandenen
Sauerstoff innerhalb der Zelle in Zusammenhang.

Lipophile Sensibilisatoren wie beispielsweise Hypericin reichern sich bevorzugt
im Membransystem an, wohingegen sich hydrophile Substanzen wie
beispielsweise 5-ALA im Zytoplasma akkumulieren.

Beim Prozess der Nekrose kommt es zur hydropischen Zellschwellung mit

Zerstorung der Plasmamenbran, wahrend die Apotose eine Form des
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programmierten physiologischen Zelltodes darstellt, der aktiv Uber bestimmte
Kaskadewege ablauft.

Wie bereits beschrieben, zeichnen sich Singulettsauerstoff und dessen
Radikale aufgrund ihrer Reaktionsfreudigkeit durch eine kurze Lebendsdauer
aus, welche im Mikrosekundenbereich liegt. Folglich kommt es lediglich in
unmittelbarer Umgebung ihres eigenen Entstehungsortes zu Destruktionen.
Somit lasst sich schlussfolgern, dass der bevorzugte Ort der Anreicherung von
Photosensibilisatormolekilen  in  bestimmten  Zellstrukturen  typische
Schadigungen mit sich bringt. So wiesen Salet et al. [69] die Destruktion von
Mitochondrien wahrend der PDT nach.

Weitere Effekte, die durch eine Behandlung mittels PDT erzielt werden kdnnen,
sind neben der Zellnekrose und Zellapoptose, sekundare Schadigungen des
Tumors. Da bei der Bestrahlung auch Endothelzellen in Mitleidenschaft
gezogen werden, flhren diese teils erwinschten, teils unerwlnschten
Auswirkungen der PDT moglicherweise zur Vasokonstriktion,
Plattchenaggregation mit Thrombosierung und letztlich zur Blutstase der
tumorversorgenden BlutgefalBe [70]. AuRBerdem entstehen Entzindungs-
reaktionen mit nachfolgender Destruktion des Gewebes [71]. Weiterhin wurden

Beobachtungen Uber immunmodulatorische Effekte angestellt [72, 73].

1.3.6 Photosensibilisatoren

Der Prozess der Photodynamik basiert auf drei wesentlichen Komponenten,
namlich Sauerstoff, Licht und Photosensibilisator, wobei die Menge der
entstandenen reaktiven Sauerstoffspezies in erster Naherung proportional zur
Konzentration des Photosensibilisators, zur absorbierten Lichtenergie sowie
zum zur Verflgung stehenden Sauerstoff ist [74].

Die selektive Anreicherung der Photosensibilsatoren ist fir deren klinisch-
therapeutischen Einsatz von grofer Bedeutung und ermdglicht durch gezielte
Applikation und Dosis der Bestrahlung durch Licht die selektive Destruktion von

neoplastischem Gewebe.
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Die spezifische Akkumulation des Photosensibilisators im Tumorgewebe kann
durch verschiedene Mechanismen erklart werden. Es wurde gezeigt, dass
Makrophagen und tumor-assoziierte Monozyten erstens eine verstarkte
Aufnahme dieser Substanzen aufweisen, zweitens ihr Angebot aufgrund der
starken Neovaskularisierung von Tumoren erhoht ist und drittens erhohte
Retention aufgrund des sauren pH -Gehalts im Tumorgewebe (verminderte
Loslichkeit) resultierte. Weiterhin stellen sich viele Photosensiblisatoren als
aulerst affin zu Low-density-Lipoproteinen dar, so dass die Aufnahme in das
maligne Gewebe per Endozytose erfolgt [75, 76]. Jedoch reichern sich die
Photosensibilisatoren ebenfalls in gesundem Gewebe an. Das Verhaltnis der
Aufnahme im Normalgewebe zur Aufnahme im Tumorgewebe wird mit dem

sogenannten Akkumulationsindex beschrieben

Akkumulationsindex = Akkumulation im Tumorgewebe
Akkumulation im Normalgewebe

Dieser liegt fur die meisten Photosensibilisatoren Im Bereich zwischen 2:1 und
5:1.

Die optimale Wellenlange fir die Bestrahlung des Tumorgewebes sollte im
Bereich des Absorptionsmaximums des Photosensibilisators liegen, um so die
hochstmaoglichste Aktivierung des Sensibilisators zu erzielen und eine optimale
Therapie garantieren zu konnen.

Bei der Auswahl des Photosensibilisators ist nicht nur die Tumorselektivitat
sowie eine grofRe Eindringtiefe des Anregungslichts ins Gewebe von grolRer
Bedeutung, sondern ebenso eine hohe Triplett-Quantenausbeute des
Photosensibilisators bzw. Singulett-Sauerstoff-Quantenausbeute (Singulett-
Sauerstoff-Quantenausbeute von 0,5). Voraussetzung fur letztere sind das
Vorhandensein von Licht einerseits und Sauerstoff andererseits [77].

Aulerdem ist das Absorptionsspektrum der Sensibilisatoren ein weiterer
entscheidender Faktor fur eine erfolgreiche PDT. Dieses sollte sich im
therapeutischen Fenster befinden, da nur innerhalb von diesem die maximale
Eindringtiefe des Lichts ins Tumorgewebe gewahrleistet werden kann [62].

Photosensibilisatoren der zweiten Generation dringen in etwa 5 bis 10 mm ins
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Gewebe ein. Ell et al. stellten hingegen im Rahmen von Bestrahlungsversuchen
zur Therapie des Barrett-Osophagus fest, dass die Eindringtiefe von ALA bei
etwa 2 mm liegt [78].

AulBerdem stellen sowohl eine gute Photostabilitat, als auch eine geringe
Zytotoxizitat wesentliche Aspekte von Hypericin dar.

Jedoch ist die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies begrenzt. Die Bildung
dieser hochaggressiven Stoffe wird namlich durch die oben genannte
Eindringtiefe des Lichts limitiert und determiniert folglich eine Anwendung der
PDT auf oberflachliche Lasionen.

Zur Vermeidung der Photosensibilisierung der Haut nach Anwendung der PDT
sollte sich die Substanz durch eine nur geringe Verweildauer im Gewebe
auszeichnen. So fuhrt beispielsweise die systemische Verabreichung von
5-ALA nur zu einer kurzfristigen Photosensibilisierung fur 1 bis 2 Tage.

Die in 1.3.4 erwahnte Photodegeneration ist einerseits der zeitlich limitierende
Faktor bei der Anwendung von Photosensibilisatoren in der Fluoreszenz-
diagnostik, begrenzt jedoch andererseits die Gewebeschadigung des
umgebenden Normalgewebes wahrend einer PDT, da das Normalgewebe
ublicherweise eine geringere Konzentration des Photosensibilisators enthalt als

das zu bestrahlende Tumorgewebe.

26



Einleitung

1.3.6.1 Klassifikation der Photosensibilisatoren

Photosensibilisatoren lassen sich mittlerweile in zwei Klassen unterteilen, da im
Rahmen der wissenschaftlichen Forschungsprozesse die Entwicklung neuerer
und hinsichtlich verschiedener Aspekte verbesserter Photosensibilisatoren
vorangeschritten ist.

Photosensibilisatoren  der ersten  Generation sind Derivate des
Hamatoporphyrins, eines naturlich-biologischen Stoffes (Blut des Rindes).

Bei sogenannten Photosensibilisatoren der zweiten Generation, welche
korperfremde Stoffe sind, ist im Unterschied zu ersteren nicht nur die schnellere
Akkumulation im Tumorgewebe von Vorteil, sondern auch ein deutlich
reduziertes Ausmass an Nebenwirkungen wie etwa der Photosensibilisation der
Haut ersichtlich.

Die Photosensibilisatoren der zweiten Generation sollten sich idealerweise

durch folgende Charakteristika auszeichnen:

- chemisch stabile Reinsubstanz

- geringe Zytoxizitat

- sehr gute Absorptionseigenschaften und somit Absorptionsmaximum im
Langwellen-Bereich sowie ein hoher Absorptionskoeffizient

- groRRe Sauerstoff-Quantenausbeute bei therapeutischer Anwendung

- grol3e Fluoreszenz-Quantenausbeute bei diagnostischer Anwendung

- sehr gute Pharmakokinetik in Bezug auf hohe Tumorselektivitat und

rasche Eliminierung

Durch eine gezielte Veranderung hydrophiler Eigenschaften des
Photosensibilisators (beispielsweise Uber Modifizierung von Liganden und
Substituenten) ist eine Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften
moglich. Weiterhin kann eine hohere Sauerstoff-Quantenausbeute erzielt
werden, indem ein diamagnetisches Metallion wie etwa Zinn eingebaut wird.

Nachfolgende Tabelle dient zur pragnanten Ubersicht der Photosensibilisatoren

hinsichtlich ihrer Klassifikation und Eigenschaften.
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1. Generation 2. Generation

» Hamatoporphyrinderivate
(HpD) oder Photophrin |

Benzoporphyrinderivate (BPD)
Zink-Phtalozyanin
Meso-Tetraphenolporphyrine

» Dihamatoporphyrinester sowie Aluminiumchlorsulfophtalozyanin

YVVVVYYY

Dihamatoporphyrinather (DHE) Purpurine
oder Photophrin Il Chlorine
Kationische Farbstoffe
Eigenschaften Eigenschaften
» Absorptionsmaximum bei circa » raschere Akkumulation im
400 nm Tumorgewebe (im Vergleich zu
HpD und DHE)
» hohere Tumorselektivitat
» weitere Maxima mit » Absorptionsmaximum im
abnehmender Intensitat bei langwelligen Spektralbereich
500, 525, 560 und 630 nm => Penetrationstiefe von 4-9 mm

=> PDT bei 630 nm, da
Penetrationstiefe von 1-6 mm

» langanhaltende Photo- » schnellere Ausscheidung
sensibilisierung der Cutis Photosensibilisierung der Cutis
(6-8 Wochen) von nur 1-2 Tagen
=> klinische Anwendung der PDT
begrenzt

Tabelle 3: Photosensibilisatoren der 1. und 2. Generation im Vergleich

In praklinischen Studien befinden sich derzeit synthetische Isomere von
Porphyrinen, Porphycene, Chlorophyll-A-Derivat-Photosensitizer HPPH-23,
Anthraquinone, Bakterienchlorine, kationische Porphyrine, Rhodamin 123,
Xanthine, verschiedene Aminolavulinsaureester und Hypericin.

Bislang zugelassen als Therapeutikum von Osophagus-Karzinomen und
kleinzelligen Bronchialtumoren ist ausschlieBlich der Photosensibilisator
Photophrin. Die Zusammensetzung dieser Substanz besteht vor allem aus

Hamato- und Protoporphyrinderivaten.
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Klinisch erprobt und als Pharmaka innerhalb der PDT eingesetzt, wurden
bislang Purpurine, Chlorine, Texafrine und Porphyrine [79]. Vor allem die
Porphyrine wurden jedoch hinsichtlich ihrer Eignung fur eine PDT intensiv in

vielerlei Experimenten und Studien untersucht.

1.4 Das Prodrug 5-Aminolavulinséaure

1.4.1 Chemische Eigenschaften und Charakterisierung

Die chemische Bezeichnung fur 5-ALA ist 5-Amino-4-oxo-Pentansaurehydro-

chlorid (Cs Hio ClI N Os3). Sein Molekulargewicht betragt 167,59 g/mol. Als

hydrophile Substanz ist 5-ALA gut in Wasser, jedoch wenig in Ethanol und

Methanol 16slich.

O+ JOH
G
G
S
075
G
. -
NH Cl

Abbildung 13: 5-ALA-Molekdl

Besonders 5-ALA gewann in jungster Zeit an Bedeutung hinsichtlich seiner
hohen Tumorselektivitat, aber auch seiner raschen Metabolisierung.

5-ALA ist eine korpereigene Substanz und somit in fast allen Zellen von
Saugetieren vorhanden. Innerhalb der intrazellularen Hambiosynthese, welche
acht enzym-katalysierte Schritte beinhaltet, bildet es das erste Zwischen-
produkt. Letztendlich kommt es nach Ablauf diverser Reaktionsschritte zur
Synthese endogener Porphyrine, vor allem des Protoporphyrin IX, in den

Mitochondrien und im Zytosol.
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Die korpereigene Bildung dieses Fluorochroms nach Applikation von 5-ALA
wurde im Jahre 1990 erstmals von Kennedy et al. [80] bei der Behandlung von
Neoplasien der Haut mittels PDT genutzt. Neben seinen Fahigkeit der
Fluoreszenz zeichnet sich Protoporphyrin IX ebenso durch seine selektive
Anreicherung in Tumoren aus und bringt aufgrund seiner schnellen Aufnahme
wie raschen Elimination eine nur geringe Photosensibilisierung der Haut mit
sich [81]. Somit ist eine Detektion maligner Prozesse sowie eine Eingrenzung
diffus wachsender Tumore durch den Photosensiblisator 5-ALA nach dessen
Umwandlung zum fluoreszierenden Protoporpyrin IX teilweise bereits
realisierbar. Als Ursache fur die selektive Akkumulation von Protoporphyrin IX in
tumoralem Gewebe gibt es bereits viele Erklarungsansatze. So nahmen
Kennedy et al. 1992 [80] eine Deformation der Zellmembran im Sinne einer
tumorbedingt niedrigeren Diffusionbarriere als ursachlich an. Navone et al. [82]
postulierten eine gesteigerte Aktivitat der an der Protoporphyrin IX-Synthese
mitwirkenden Enzyme. Norata et al. [83] erklaren hingegen eine erhohte
Anreicherung der Substanz in malignem Gewebe durch eine erhohte LDL-
Rezeptoraktivitat der Tumorzellen. Somit erfolgt eine gesteigerte intrazellulare

Akkumulation von LDL sowie dem daran gebundenen Hamatoporphyrin.

1.4.2 Klinische Anwendung Protoporphyrin IX

Die Photosensibilisation von Tumorgewebe mit 5-ALA induziertem
Protoporphyrin IX ermdglicht eine PDT von malignen Prozessen durch selektive
Destruktion von entarteten Zellen [80]. Nach intraperitonealer Applikation wurde
am Maus-Modell eine starke Akkumulation von Protoporphyrin IX in der Blase,
der Dermis sowie im Endometrium des Uterus beobachtet [84]. Tiefer liegende
Gewebeschichten erwiesen sich hingegen als weniger photosensibel, wodurch
sehr oberflachlich liegende Tumoren wie Prakanzerosen [85] ohne
Beeintrachtigung des umliegenden Gewebes oder von Organen therapiert
werden konnen. In klinischen Studien erprobt wurde die Anwendung von 5-ALA
bereits an den unterschiedlichsten Tumorarten wie beispielsweise

Blasenkarzinomen [86], Zervixkarzinomen [87, 88], Basalzellkarzinomen [89]
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und Adenokarzinomen des Osophagus [90] erprobt. Von diagnostischer
Bedeutung ist diese Substanz bei gastrointestinalen Prakanzerosen und
Tumoren [91]. Die intraoperative Applikation der Protoporphyrin IX-Fluoreszenz
bei der Resektion von Hirntumoren stellt ein weiteres Einsatzgebiet dar. In
einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Substanz die ZNS-gangig ist
und eine hirneigene Synthese von Protoporphyrin IX besteht [92, 93].
Zielstellung hierbei ist eine Totalresektion des malignen Gewebes unter der
Pramisse, das umliegende gesunde Hirnparenchym maximal zu schonen und
weitestgehend zu erhalten [94].

Stummer et al. zeigten 2006 [95] in einer randomisierten kontrollierten Studie
(klinische multicenter Phase |lI-Studie) mit an malignen Gliomen erkrankten
Patienten, dass durch die 5-ALA induzierte Tumorfluoreszenz die Durchfihrung
von Totalresektionen besser mdglich ist. Verglichen wurden hierbei 161
Patienten, welche zuvor gewichtsadaptiert 5-ALA fur eine Fluoreszenz-geleitete
Tunorresektion erhalten hatten, mit 161 weiteren Patienten, welche mittels
konventioneller Mikrochirurgie operiert wurden. Resultat war eine verbesserte
6-Monats-Uberlebensrate ohne Tumorprogress zuerst genannter

Patientengruppe (41 % versus 21,1 %).

1.5 Der Photosensibilisator Hypericin

1.5.1 Chemische Eigenschaften und Charakterisierung

Hypericin ist ein 10,11-Dimethyl-1,3,4,6,8,12-Hexahydroynaphtodianthrone [96]
und gehort zur Familie der Phenanthroperylenchinone [97]. Die Gattung
,Hypericum ist der Familie der ,Guttiferae“ zuzuordnen und beinhaltet eine
Vielzahl von Pflanzen, welche unter anderem den Bestandteil Hypericin
enthalten.

Zu den am weitesten verbreiteten Arten hierunter zahlen ,Hypericum

Perforatum® (Synonyme: Johanniskraut, St John’s worth, Tupfel-dJohanniskraut,
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Jageteufel, Konradskraut), ,Hypericum Crispum® sowie ,Hypericum Hirsutum*
[98, 99].
0H l oH

o6
L

,//3
x

oH 0 OH

Hypericin

C30Hz16 Os
Abbildung 14: Hypericin-Molekdl

In den 60iger Jahren isolierten Brockmann et al. Hypericin erstmals in reiner
Form aus Hypericum Perforatum und konnten durch die Synthese der Substanz
deren Konfiguration definieren [100, 101]. Erste Isolierungsversuche wurde
bereits 1911 von Cerny unternommen [102].

Wie in Abbildung 14 ersichtlich, besitzt Hypericin die Summenformel C30 H16
0O8. Sein Molekulargewicht betragt nach Anker et al. 504, 43 g/Mol [103]. Die fur
diese Arbeit verwendete geruchlose schwarz-pulvrige Substanz der Firma
Phytochem besitzt ein Molekulargwicht von 504,45 g/Mol [96].

Diese zeichnet sich aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften durch gute
Ldslichkeit in DMSO und Aceton aus und ist umgekehrt in Wasser und Alkohol
somit nur schwer I6slich [96].

Das Fluorophor Hypericin fluoresziert im roten Spektralbereich, sein
Exzitationsmaximum liegt bei 488 nm, sein Emissionsmaximum bei 595 nm
[104].

pH-abhangige Untersuchungen des Spektrums von Hypericin zeigten, dass

diese Substanz eine saure Verbindung darstellt [97]. Des Weiteren scheint
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Hypericin mit Proteinen wie humanem Serumalbumin sowie den Lipoproteinen
HDL und LDL zu interagieren. Mit letzteren weist Hypericin ein wesentlich
héheres Bindungsverhaltnis auf als mit humanem Serumalbumin, wie Meruelo
et al. 1988 [105] veroffentlichten. Diese hohe Affinitat zu Lipoproteinen im
Allgemeinen lasst eine vermehrte Bindungsfahigkeit mit Phospholipid-
membranen als wahrscheinlich annehmen und lasst sich auch durch die

Lipophilie der Substanz erklaren [97].

1.5.2 Geschichtliche Aspekte

Johanniskraut ist eine nicht nur in Europa, sondern auch in subtropischen
Gebieten weit verbreitete Pflanze und zahlt zu der Gattung der Hyperiacea,
auch Guttiferae genannt. Diese krautartige Pflanze ist bevorzugt an trockenen

sonnenreichen Platzen wie Wiesen und Weiden zu finden.

Abbildung 15: Johanniskraut

Wahrend ihr deutscher Name sich auf die Zeit ihrer Blute in Mitteleuropa, die
um den Johannistag beginnt, zurlckfihren lasst, leitet sich das lateinische
Synonym Hypericum Perforatum hingegen von der Morphologie der Pflanze ab.
Denn aufgrund der runden Form ihrer Sekretbehalter erscheint die Blattstruktur
der Pflanze wellartig [106].
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Abbildung 16: I6chrige Blattstruktur von Hypericum perforatum

Neben Hypericin und dessen Derivaten (Pseudohypericin, Protohypericin,
Protopseudohypericin und weitere) enthalten die gelben Bluten des
Johanniskrauts einige weitere Inhaltsstoffe: Phloroglucinderivate (Hyperforin,
Adhyperforin), Flavonoide (z.B. Hyperosid) und Biflavone, Procyanidine,
Antrachinonderivate [107] und Xanthone [108], Aminosauren, Sterole und
Phenolcarbonsduren sowie atherische Ole und Gerbstoffe [106].

Hypericin und Pseudohypericin sind der Gruppe der Naphtodianthrone
zuzuordnen.

Die Urspringe des therapeutischen Einsatzes von Johanniskraut in der Medizin
und Krauterheilkunde lassen sich bis in die Antike zurickverfolgen. Nikandros
berichtete bereits im zweiten Jahrhundert vor Christus Uber die Anwendung
dieser Substanz, welche zur Verhinderung von durch Tiere verursachten
Vergiftungen diente [106].

Im 16. Jahrhundert beschrieb Paracelsus die Extrakte des Johanniskrauts als
ausserst heilsam bezuglich der Therapie unterschiedlichster Erkrankungen wie
der Depression, Neurosen, Beschwerden des Magen-, Darm- und
Urogenitaltraktes sowie zur Behandlung von Wunden und Verbrennungen

[109]. Auch wurde es als heilend in der Behandlung von gastrointestinalen und
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uterinen Blutungen (hemorhage) betrachtet und fand auch bei der Malaria-
Therapie seinen Einsatz [110].

Das Phanomen des Hypericismus, einer erhohten Empfindlichkeit der Haut
gegenuber Sonnenlicht nach der Einnahme von Johanniskraut, beobachteten,
wie Blum 1964 [111] berichtete, bereits die Italiener, Tunesier und Araber und
schitzten ihre hellhdutigen Weidetiere ergo auf unterschiedlichste Weise vor
Sonnenlicht. Diese sogenannte Lichtkrankheit zeichnet sich durch die
Entstehung von Schwellungen bis hin zu Odemen, durch Erytheme,
Brandblasen sowie Nekrosen nach Lichtexposition aus [99].

Wurden Schafe, die Hypericum Perforatum fralen, nicht dem Sonnenlicht
ausgesetzt, entwickelten sie keinerlei Anzeichen eines Hypericismus; zuruck
auf der Weide kam dieses Phanomen jedoch erneut zum Vorschein. Dies
konnte schon im frithen 20. Jahrhundert gezeigt werden. Auch blieb diese Uber-
empfindlichkeitsreaktionen gegen Licht Uber ein bis zwei Wochen bestehen,
obwohl die Tiere bereits nicht mehr mit Pflanzen, die das Pigment hypericum
enthielten, gefuttert worden waren [111].

Durch Pace et al. erfolgten im Jahre 1942 hierzu erste Laborversuche an
weillen Kaninchen. So konnte gezeigt werden, dass fir die durch Hypericin
induzierte Photosensibilitat das Vorhandensein von Sauerstoff notwendig war
[112].

Durch den Beweis dieser Kausalitat konnte das Syndrom Hypericismus dem
Begriff der Photodynamik zugeordnet werden.

Johanniskraut hat bis zur heutigen Zeit seinen traditionell-medizinischen
Stellenwert beibehalten und findet nach wie vor sowohl topische Anwendung
bei der Behandlung von Entziindungen und Verbrennungen ersten Grades zur
verbesserten Wundheilung, als Therapeutikum psychiatrischer Erkrankungen
wie beispielsweise der Depression [103]. Johanniskraut-Praparate werden in
zunehmendem Mal3e als Antidepressiva eingesetzt [113] und kdnnen ebenso

bei Angstzustanden und nervdser Unruhe angewendet werden.
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1.5.3 Wirkungsweisen von Johanniskraut und Hypericin

Gegenwartig steht die Substanz Hypericin, ein Extrakt des Johanniskrauts,
bezuglich seiner vielfaltigen Eigenschaften in den unterschiedlichsten
Bereichen der medizinischen Wissenschaft im Mittelpunkt des Interesses. So
beschaftigten sich bereits in den vergangenen Jahren, aber auch in jungster
Zeit, verschiedene Forschungsprojekte und wissenschaftliche Arbeiten mit
antidepressiven, antiviralen, antibakteriellen Wirkungsweisen von Hypericum
perforatum. Von besonderer Bedeutung im Rahmen dieser Arbeit sind jedoch
sein antitumoraler Effekt sowie der Einsatz des Wirkstoffs innerhalb der
Therapie maligner Gliome mittels PDT.

Im folgenden wird auf verschiedene charakteristische Eigenschaften des
Johanniskrautes (Hyperium perforatum) Bezug genommen, insbesondere
sollen allerdings die speziellen Wirkungsweisen seines Bestandteils Hypericin

sowie dessen Anwendung in der Klinik beleuchtet werden.

1.5.3.1 Antidepressive Eigenschaften von Johanniskraut

Es wird angenommen, dass Hypericin und Hyperforin unter allen Bestandteilen
von Hypericum perforatum (Johanniskraut) die Hauptkomponenten darstellen
[114]. Allerdings wird auch anderen Bestandteilen der Pflanze wie
beispielsweise Flavonoiden, Flavonoiderivaten, Xanthonderivaten,
Mentoflavonen und Biagigenin eine antidepressive Wirksamkeit nachgesagt.

Von 13 durchgefihrten klinischen Studien ergaben 10 unter diesen, dass
Johanniskraut der Wirksamkeit von Placebo uberlegen ist. Weiterhin wurde
gezeigt, dass die Therapie mit dieser Substanz mit der Therapie durch
antidepressive Standardpraparate wie Amitriptylin (Elavil), Fluoxetin (Prozac),
Imipramin (Tofranil) sowie Sertralin (Zoloft) gleichzusetzen ist. Allerdings gilt
dies nur fur leichte und mittelschwere Depressionen, nicht aber fir die Therapie

der ,major depression“. Diese Erkenntnisse veroffentlichten Lawvere und
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Mahoney im November 2005 [115]. Die genannte Wirkung wird vor allem der
Komponente Hyperforin zugeschrieben [114].

Unter den Erklarungsansatzen der Atiopathogenese der Depression ist der
neurobiologische Aspekt einer von vielen. So werden als Ursache auch
neurochemische Korrelate wie relativer Noradrenalinmangel oder verminderte
Serotoninaktivitdt am synaptischen Spalt in Betracht gezogen. Einige Studien
diskutierten die durch Johanniskraut verursachte Serotonin-, Noradrenalin- und
Dopamin-Wiederaufnahmehemmung ebenso wie die Aktivierung von Gamma-
Aminobutyrat und Glutamatrezeptoren durch deren Wirkstoffe [116].

Eine andere mogliche Erklarung gaben Suzuki et al. 1984 [117] mit ihrer
Erkenntnis, dass Hypericin die Enzyme Monoaminooxidase A und B inhibiert,
was wiederum zu einer erhdhten Noradrenalin-Konzentration fuhrt. Im
Gegensatz hierzu konnte jedoch im selben Jahr nachgewiesen werden, dass
durch die Einnahme von Hypericin einer der Hauptmetabolite im Abbauzyklus
der Monoamine in erhohter Form vorliegt [118]. Auch Thiede et al. beschrieben,
dass Hypericin in hoher Dosierung eine Hemmung der Monoaminooxidase zur
Folge hat, dieser Effekt jedoch nicht bei denjenigen Mengen an Johanniskraut,
die bei der Behandlung der ,Major Depression“ erforderlich sind, zu
verzeichnen war [119].

Im Jahre 1998 konnten Muller et al. in Untersuchungen von Rattenhirnen die
Wiederaufnahmehemmung von Serotonin, Norepinephrin, Dopamin, GABA und
L-Glutamat durch Hyperforin nachweisen [120]. Analog hierzu berichten Neary
et al. 2001 [121] von einer beobachteten in vitro Hemmung des Reuptakes von
Serotonin und Norepinephrin in Astrozytenkulturen von Ratten durch Hypericum
LI-160. Schon 1997 waren als weiterere Wirkmechanismen ebenfalls bei Ratten
die Downregulation der p-Adrenorezeptor-Dichte und ein Zuwachs der 5-HT2-
Rezeptoren-Dichte im Frontalhirn beschrieben worden [122]. Allerdings erfolgte
diese Veranderung Uber einen langeren Behandlungszeitraum hinweg. Andere
in-vitro-Untersuchungen postulieren eine durch die Hemmung von Interleukin-6
induzierte antidepressive Wirkung von Hypericum [123]. Diese Theorie konnte

2001 von Calapai et al. bestatigt werden [124].
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Wie Simmen et al. zeigten, konnte auch die Bindung an Corticotropin Releasing
Factor (CRF 1)-, Opioid-, Serotonin-, Ostrogen-o- und GABA (A)-Rezeptoren

durch Extrakte von Hypericum Perforatum unterbunden werden [125].

1.5.3.2 Antivirale Eigenschaften

Hypericin besitzt eine umfassende antivirale Aktivitat, die sowohl eine Vielzahl
an Viren als auch Retroviren einschlief3t. Bislang wurden an Zellkulturen und in
Tierversuchen, jedoch nicht in klinischen Studien, Untersuchungen zur
antiviralen Wirksamkeit der Substanz durchgefuhrt. So wurde diese Eigenschaft
unter anderem fir das murine Friend Leukamie-Virus [105], das equine
infektiose Anamie-Virus [126], das murine und humane Cytomegalie-Vitus
[127], das Herpes simplex - und Influenza-A-Virus [128] sowie schlieRlich fur
das HIV-1-Virus [129] nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass Lichtexposition
einen wesentlichen Beitrag zur Aktivierung der antiviralen Eigenschaften
beitragt, wobei diese in Abhangigkeit von metabolisch aktiven biologischen
Systemen ebenso unter dunklen Bedingungen erfolgen kann.

Meruelo et al. [105] beschrieben bereits 1988 die antiretrovirale Aktivitat von
Hypericin bei nur geringer Toxizitat im Tiermodell. Tang et al. [128] postulierten
1990 antivirale Effekte gegen Viren mit Hullproteinen (,enveloped viruses®). In
Western-Blots und SDS Polyacrylamid-Gelen gewonnene Daten lassen darauf
schlielen, dass Hypericin eine kovalente Bindung mit dem viralen Kapsid
eingeht. Des Weiteren scheint Hypericin aufgrund seiner hohen lipophilen
Eigenschaften und der dadurch bedingten Interaktion mit Membransystemen
den viralen Replikations-Zyklus zu beeinflussen [97]. Bezuglich der exakten
Wirkung von Hypericin auf das Retrovirus wurden verschiedene Mechanismen
diskutiert: So beschrieben Schinazi et al. [129] die Inhibition der reversen
Transkriptase. Takashi et al. [130] fUhrten die Hemmung der Proteinkinase des
Wirtsorganismus als eine wahrscheinliche Ursache an, andere wiederum

nahmen an, dass Hypericin in die letzten Schritte der Virusreplikation
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interferierend eingreift [105, 131]. Ebenso wurde ein direkter virusschadigender
Effekt diskutiert [128, 127].

Die intravenose Verabreichung synthetisch hergestellten Hypericins in hohen
Dosen von 0.5 mg/kg Korpergewicht resultierte im Rahmen einer Phase-I-
Studie mit HIV positiven Patienten in schwerwiegenden phototoxischen
Reaktionen der Haut [132]. Weiterhin zeigte sich in weiteren in vivo Studien
keine signifikante antivirale Wirksamkeit [133, 134]. Zwei fruhere Studien aus
den Jahren 1990 und 1993 [135, 136] konnten allerdings positive Ergebnisse im
Sinne einer verbesserten CD4-Zellzahl, eines verbesserten CD4/CD8
Verhaltnises und weniger Sekundarinfektionen bei oraler oder intravendser

Gabe von rasch verfugbaren Extrakten nachweisen.

1.5.3.3 Antibakterielle Eigenschaften

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass Hypericin sowie andere
Bestandteile von Johanniskraut antibakterielle Aktivitdt aufweisen. Nicht nur
Avato et al. [137] bewiesen, dass das Wachstum grampositiver Bakterien durch
Hypericin und Hyperforin signifikant inhibiert werden kann. Hierbei wiesen B.
subtilis und B. cereus die grosste Sensitivitat auf.

Auch Schempp et al. konnten bereits 1999 nachweisen, dass Hyperforin
wirksam ist gegen verschiedene Bakterien der grampositiven Spezies, wie unter

anderem den Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus [138].

1.5.3.4 Antiproliferative und antineoplastische Potenz

Als potenter Inhibitor der Proteinkinase C und der Tyrosinkinase sowie als
Induktor von Apoptose und Nekrose besitzt die Substanz Hypericin nicht nur
antiproliferative und somit antineoplastische Eigenschaften, sondern gewinnt
dariber hinaus zunehmend an Relevanz fur die Therapie verschiedenster

Tumoren. Besonders fur die adjuvante Therapie von Hirntumoren gewinnt
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dieses Agens vor dem Hintergrund seiner im Weiteren beschriebenen
Eigenschaften an Bedeutung.

Johanniskraut wurde bereits im 9. Jahrhundert in der Tumortherapie eingesetzt
[139]. In den vergangenen zwei Jahrzehnten konnte fur eine Vielzahl an
Tumorenentitaten die antineoplastische Wirksamkeit von Hypericin in vitro und
in vivo gezeigt werden. Initial untersucht wurde diese Eigenschaft von Thomas
et al. in Abhangigkeit von seinem photosensibilisierenden Potential [140]. Pisani
et al. [141] hatten 6 Jahre zuvor bereits postuliert, dass die Inhibition der
mitochondrialen Succinoxidase ein Korrelat fur die antineoplastische Aktivitat
von Hypericin darstellt. Betrachtet man weiterhin andere Veréffentlichungen zu
dieser Thematik bei unterschiedlichen Tumorarten, so resultiert bei fast allen
Untersuchungen die Quintessenz der Korrelation eines zytotoxischen Effekts
mit der Photoaktivierung von Hypericin [142, 143, 144, 145, 146, 147, 148].
Einige frlhere Arbeiten hingegen beschreiben rein zytotoxische Effekte durch
die Inkubation mit Hypericin, generiert ohne Lichtexposition bei transformierten
Fibroblasten, Leukamiezellen sowie bei humanen Epidermoid-Karzinomzellen
[130, 105]. Auch Blank et al. beschrieben eine Wachstumshemmung bei
kultivierten stark metastasierenden Adenokarzinomen der Mamma und bei
squamosen Zell-Karzinomen ohne jegliche Lichteinwirkung [149]. Aufgrund
seines bedeutenden Potentials als Photosensibilisator erlangt Hypericin in
zunehmendem Male einen vielversprechenden Stellenwert flr die Anwendung
innerhalb der PDT maligner Erkrankungen [150, 151, 152].

Ein weiterer positiver Aspekt hinsichtlich der Anwendung von Hypericin in der
PDT ist seine tumorselektive Akkumulation in héheren Konzentrationen im

Vergleich zum Normalgewebe [153].

1.5.3.4.1 Inhibition der Proteinkinase C
Tumorwachstum impliziert eine Reihe von intrazellularen Prozessen, welche auf

der Aktivierung der DNA-Synthese sowie der Umfunktionierung des

Zytoskeletts basieren und durch die Anregung von Transmembranfaktoren
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initiiert werden. Diese binden l6sliche Wachstumsfaktoren, unter denen einige
wiederum an der Onkogenese mitwirken. Die Onkogene c-erb B, homolog zum
,Epidermal Growth Faktor® (EGF)-Rezeptorgen, welche in nahezu 40% aller
Gliome amplifiziert werden, sind die in Gliomen am haufigsten vervielfaltigten
Onkogene [103]. So kommt es einerseits zu einer Uberexpression von
Wachstumsfaktoren. Aulerdem ist andererseits die Veranderung von
Wachstumsfaktoren ein mogliches Anzeichen dafur, dass externe Signale
deren Phanotyp derart verandern, dass letztlich eine vermehrte Proliferation
resultiert. Hinsichtlich der Fragestellung der Ursache dieser Deregulierung
scheint die intrazellulare Signaltransduktion von zentraler Bedeutung zu sein.
Das Proteinkinase C System zahlt zu einem dieser Signalwege [154]. Die
Proteinkinase C ist eine Phospholipid-abhangige Serotonin-Threonin-Kinase,
welche malgeblich am Signalweg des EGF sowie an weiteren anderen
rezeptor-vermittelten Signalwegen beteiligt ist [99]. Es wurde gezeigt, dass
mindestens 10 Isoformen dieser Kinase in malignen Gliomen existieren [155]. In
malignen Gliomzellen ist diese wesentlich aktiver, d.h. in viel hdherem Male
vorhanden, als in urspringlichen Gliazellen und korreliert eng mit der
Tumorwachstumsrate in vitro [156]. Somit ist die Proteinkinase C vermutlich an
der Regulation des Groflenwachstums von malignen Gliomen mitbeteiligt [130]
und Ubernimmt nach Tysnes et al. in vitro eine wesentliche Funktion bei der
Zellinvasion von Gliomen [157]. Aufgrund ihrer enormen Bedeutung fir das
Zellwachstum fuhrt deren Inhibition wiederum zu einer Wachstumshemmung
der Zellen. Ausschlaggebend hierfur ist die partielle membrangebundene
Aktivitat der Proteinkinase C. Die im Plasma vorhandene Totalaktivitat spielt
hierbei eine nur geringe Rolle [154].

Die in der vorliegenden Arbeit zu untersuchende Substanz Hypericin besitzt das
Potential diese irreversibel zu hemmen. Diese Inhibition funktioniert Uber eine
kovalente Bindung an die regulatorische Domane der Proteinkinase. Die
Irreversibilitat dieser Inaktivierung lasst annehmen, dass bereits relativ geringe
Dosen an Hypericin — unabhangig von Licht - zu einer flr seine Kklinisch
Anwendung suffizienten Hemmung der Kinase fuhren. Dies wurde so von

Takashi et al. beschrieben [130]. Auch Zhang et al. induzierte bei
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Neuroblastomkulturen durch Inkubation mit Hypericin den Effekt einer
deutlichen Wachstumsreduktion [143]. Weiterhin konnte in vitro gezeigt werden,
dass die Radiosensibilitat humaner Glioblastomzellen durch Hypericin bei
Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen verstarkt werden kann. Hierbei scheint

die Inhibition der Proteinkinase ebenfalls eine Rolle zu spielen [158].

1.5.3.4.2 Inhibition der Tyrosinkinase

Die Tyrosinekinase ist bei einigen Rezeptoren fur die Vermittlung der
intrazellularen Signaltransduktion von Bedeutung. Hierzu zahlen beispielsweise
der Insulinrezeptor und der EGF-Rezepor. Auch bei diesem Enzym greift der
inhibitorische Effekt von Hypericin. De Witte et al. [159] konnten diesen
hemmenden Einfluss auf die Tyrosinkinase bezlglich des EGF-Rezeptor
allerdings nur in Verbindung mit der Photoaktivierung von Hypericin nachweisen
(Typ | Mechanismus). Auch Agostinis et al. [160] zeigten sowohl eine Hemmung
von Proteinkinasen wie der Tyrosinkinase als auch der Proteinkinasen CK-1

und CK-2 durch photoaktiviertes Hypericin.

1.5.3.4.3 Induktion von Apoptose und Nekrose

Als ursachlich far das antineoplastische Potential von photoaktiviertem
Hypericin wurde die Induktion von Apoptose sowie unter Verwendung hoherer
Konzentrationen die Nekrose bezeichnet [144]. Couldwell et al. beschrieben
auBRerdem eine Hemmung der Zellproliferation [161]. Die durch Hypericin
induzierte Apoptose wird durch eine Enzymkaskade, sogenannte aktivierte
Kaspasen initiiert und ist mit dem Tumor-Necrosis-Factor-Related-Apoptosis-
Inducing-Ligand (TRAIL) assoziiert. Dies zeigten Schempp et al. in ihren
Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen der Apoptose [162].
Vantieghem et al. [144] postulierten sowohl eine zugrunde liegende Aktivierung

der Kaspase-3 als auch eine mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C. In
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Gliomzellen scheint Hypercin die Zytoxizitat in gleichem Malde zu aktivieren, wie
es die Proteinkinase C zu inaktivieren scheint. Deshalb schlussfolgerten Anker
et al. [103], dass diese miteinander korrelieren. Zytotoxizitat ist nach dieser
Hypothese das unmittelbare Resultat der durch Hypericin induzierten Inhibition
der Proteinkinase C und fuhrt letztlich zur Zellapoptose. Weller et al. zeigten
hingegen, dass Hypericin in seiner Funktion als potenter Proteinkinase C-

Inhibitor nicht mit der Zytotoxizitat in Zusammenhang zu bringen ist [163].

1.5.3.5 Pharmakokinetische Interaktionen

Als sogenannter Enzym-Induktor interagiert Johanniskraut mit diversen
Arzneimitteln (siehe Tabelle 4). Somit resultiert bei gleichzeitiger Einnahme von
Johanniskraut mit anderen speziellen Medikamenten wie beispielsweise von
Kontrazeptiva oder trizyklischen Antidepressiva wie Amitryptilin ein erniedrigter
Plasmaspiegel des spezifischen Medikaments. Dieser verstarkten
Metabolisierung liegt einerseits eine durch Hypericum-Extrakte hervorgerufene
hepatische Induktion von Cytochrom P450-Isoenzymen zugrunde [164, 165].
Durr et al. als auch Perloff et al. wiesen andererseits nach, dass die Einnahme
von Johanniskraut-Praparaten weiterhin zu einer beschleunigten Elimination der
Medikamente aus der Zelle fuhrt. Erklarungsansatz hierfur ist eine
Uberexprimierung von P-Glykoprotein, welches den transembrandsen
Transporterproteinen zuzuordnen ist [166, 167].

Es werden ungefahr 60 % aller Arzneimittel Uber CYP3A4 und weiterhin Gber
das P-Glykoprotein metabolisiert.

Eine Ubersicht tber die wichtigsten mit Hypericin interagierenden Medikamente

ist in Tabelle 4 dargestellt.
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Effekt auf
Agens Enzym Medikamentenspiegel im
Amitryptilin CYP P450 3A4 TIUt
Carbamazepine CYP 3A4 _
Cyclosporine CYP 3A4 l
Digoxin CYP 3A4 ~L
Indinavir CYP 3A4 ~L
Irinotecan CYP 3A4 l
Midazolam CYP 3A4 ~L
Nevirapin CYP 3A4 ~L
Orale Kontrazeptiva CYP 3A4 l
Sertalin CYP P450 3A4 ~L
Simvastatin CYP 3A4 ~L
Tacrolismus CYP 3A4 l
Theophyllin CYP 1A2 l
Warfarin CYP 2C9 ~L

Tabelle 4: Interaktionen von Hypericin mit Medikamenten

1.6 Schwerpunkte dieser Arbeit

1.6.1 Charakterisierung von Photosensibilisatoren an Zellkulturen

Zusammenfassend gilt zu sagen, dass die PDT sich nicht nur zur
Tumorvisualisierung und Tumorelimination einer Vielzahl unterschiedlicher
Tumoren eignet, sondern ebenso in der Behandlung benigner oder
entzandlicher Erkrankungen wie beispielsweise der Psoriasis vulgaris [168]
und der Acne vulgaris [169] Anwendung findet. In Anbetracht der in dieser
Arbeit aufgeflihrten Auswahl an Studien und Forschungsarbeiten wird deutlich,
dass die PDT in der heutigen Zeit von grof3em Interesse ist und ihr in Zukunft
eine bedeutende Rolle fur eine Vielzahl an diagnostischen und therapeutischen
Ansatzen bei den verschiedensten Erkrankungen, vor allem aber bei den

Tumorerkrankungen, zukommen wird. Somit hat sich das Verfahren der PDT in
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den letzten Jahrzehnten zu einer denkbaren Alternative nicht nur fur palliative,
sondern auch fur kurative Behandlungsansatze innerhalb der Tumortherapie
entwickelt und als ein effektives Verfahren bewiesen.

Die Bedeutung einiger Photosensibilisatoren der neuen Generation gilt es unter
dem Aspekt ihrer physikalischen, chemischen und pharmakologischen

Eigenschaften jedoch noch unter Beweis zu stellen.

1.6.2 Fokus

Inwieweit eignet sich der Photosensibilisator Hypericin fur die Anwendung einer
PDT bei malignen Gliomen?

Dieser Frage gerecht zu werden, bildet den Schwerpunkt dieser Arbeit.

Hierbei erschien die standardisierte in-vitro-Charakterisierung dieser Substanz
mittels quantitativer und qualitativer Messverfahren eine sinnvolle
Vorgehensweise zur Erforschung des zellularen Aufnahmemechanismues
einerseits und seiner Eignung fur die PDT von malignen Gliomen andererseits.
Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Evaluierung optimaler
Hypericinkonzentrationen in minimal zytotoxischen und maximal phototoxischen

Bereichen als Voraussetzung fur letztlich optimale Bestrahlungsbedingungen.
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2. Material und Methoden
2.1 Zellkultur
2.1.1 Glioblastomzelllinien

Fur samtliche Experimente wurden die humanen Glioblastomzelllinien der
European Collection of Cell Cultures, Wiltshire, UK (U373 MG cells, ECACC
No. 890811403) und der American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA (LN229, ATCC No. CRL-2611; T89G, ATCC No. CRL-1690) verwendet.

2.1.2 Arbeitsmethoden

Bei allen im nachfolgenden beschriebenen Versuchen wurde unter sterilen
Bedingungen gearbeitet. Es erfolgte eine grundliche Desinfektion des
Arbeitsbereichs vorab und im Anschluss an die Versuche mit Descosept AF, Dr.
Schumacher GmbH, Deutschland. Unter der Sterilbank wurde konsequent mit

Jlaminar flow" gearbeitet sowie steriles Arbeitsmaterial verwendet.

2.1.3 Kultivieren der Zellen
2.1.3.1 Anzucht der Zellen

Alle drei Zelllinien (U373 MG, LN229, T98G) wurden routinemalig in
RPMI 1640 Medium (Gibco BRL, Paisley, UK; supplemented with GIutaMAXTM),
erganzt mit 10% fetalem Kalberserum (FCS, Biochrom, Berlin, Deutschland)
und Antibiotika, Penicillin (100 IU/ml) sowie Streptomycin (100 pug/ml); Gibco
BRL), kultiviert und bei 37° C sowie 5% CO; in einem Inkubator aufbewahrt

(Cellstar; Nunc, Wiesbaden, Deutschland). Die Antibiotika wurden zur
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Pravention bakterieller Infektionen zugegeben, deren Zusammensetzung
bestand aus 100 IU/ml Penicillin sowie 100 ug/ml Streptomycin.

Die in flussigem Stickstoff (-196° C) gelagerten Zellen wurden in -80° C
uberfuhrt und anschlie3end zugig im Wasserbad bei 37° C aufgetaut. Nach 10
minutigem Abzentrifugieren bei 1000 Umdrehungen pro Minute (Varifuge K,
Heraeus Christ, Deutschland) wurde der Uberstand abgesaugt, und das
Zellsediment in eine kleine T25 Zellkulturflasche (25ml Tissue Culture Flask
Falcon, Becton Dickinson, France) Uberfihrt, mit 5 ml Medium versetzt und
anschlieend fur einen Tag bei 37° C und 5 % CO inkubiert.

Nach zwei Tagen Inkubationszeit wurden die Zellen in die nachstgroliere
Kulturflasche T75 (75cm? Corning Incorporated, USA) umgesetzt, mit 15 ml
Medium versehen und bei adharentem Wachstum und dichtem Zellrasen fur die
Durchfuhrung weiterer Experimente ausgezahlt.

Die visuelle Kontrolle des Zellwachstums wurde mittels eines
Auflichtmikroskops unter 20facher VergroRerung (Zeiss IM, Deutschland)
durchgefuhrt. Mediumwechsel erfolgte kontinuierlich alle zwei Tage. Bei
dichtem Zellrasen, jedoch noch nicht konfluierenden Zellen, wurden die Zellen
alle 7 Tage im Verhaltnis 1:10 gesplittet. Hierfir wurde nachfolgender Ablauf
durchgefuhrt: Das verbrauchte Medium wurde abgesaugt, die Zellen mit 2 ml
PBS (PBS, Gibco BRL) gewaschen, mit 1 ml Accutase™ (PAA Laboratories,
Pasching, Austria) bei 37° C ungefahr 5 bis 10 Minuten im Inkubator vom
Boden der Zellkulturflaschen abgeldst und in neue Kulturgefasse mit jeweils 15
ml Medium Uberfuhrt.

Nach durchschnittlich 2 bis 3 Tagen Wachstum wurden die Zellen bei dichtem
Zellrasen flur die Versuchsdurchfihrung in entsprechender Anzahl in 24-Well-
Platten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) Gberfuhrt.
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2.1.3.2 Lagerung der Zellen

Uberschiissige Zellen wurden fiir weitere Versuchsreihen bei -196° C in
flissigem  Stickstoff eingefroren und gelagert. Hierfur wurden pro
Einfrierrdhrchen (CryoTube Vials von Nunc, Danemark) 1 x10 ° Zellen in 1 ml
Medium (RPMI 1640 mit Phenolrot, Gibco BRL, Paisley, UK) mit 20 % fetalem
Kalberserum (FCS, Biochrom AG Berlin, Deutschland) sowie 5 % DMSO
(DMSO Dimethyl Sulfoxide, Sigma-Aldrich Chemie (C;HgSO), Deutschland)
eingefroren. Das Einfriermedium wurde auf Eis vorbereitet und gelagert. Die
einzufrierenden Zellen wurden fir 10 Minuten bei 1000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellsediment mit kaltem
Einfriermedium resuspendiert. Pro Einfrierrohrchen erfolgte eine Portionierung
von jeweils 1 ml (siehe oben). Nachfolgend wurden die Rdohrchen fur eine
Stunde bei -20° C gelagert und anschliel3end fir eine weitere Stunde in einen
80° C kalten Gefrierschrank umgelagert, um letztlich dauerhaft in flissigem

Stickstoff gelagert werden zu kdnnen.

2.1.4 Wachstumskurven

Das Wachstumsverhalten der drei Zelllinien U373 MG, LN229 und T98G
wurden vor allem wunter dem Aspekt der Planung der zeitlichen
Versuchsdurchfuhrung analysiert. So sollte der optimale Zeitpunkt nach
Aussaat fur die Durchfihrung der Experimente bestimmt werden. Zur
Beobachtung des Wachstumsverhaltens der drei Zelllinien U373 MG, LN229
und T98G wurden von jeder der drei Zelllinien 150 Zellen/mm? in jeweils 2
kleine Petrischalen (Gewebekulturschalen Cellstar, 35 mm, Greiner bio-one,
Deutschland) ausgezahlt. Dies entspricht 144 000 Zellen/Petrischale. Uber
einen Beobachtungszeitraum von 5 Tagen wurden die Zellen pro Tag und
Zelllinie ausgezahlt, um so das Wachstumsverhalten jeder einzelnen Zelllinie
beurteilen und zwischen den Zelllinien untereinander vergleichen zu konnen.

Die erste Zellzahlung erfolgte 6 Stunden nach Aussaat, vier weitere Zahlungen
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wurden exakt im 24 Stunden Abstand Uber 4 weitere Tage durchgefuhrt. Hierbei
wurden je Zelllinie Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Insgesamt erfolgten drei
voneinander unabhangig durchgeflhrte Experimente in einwdchigem Abstand.

Abbildung 17: Zellwachstum der Glioblastomzelllinie U373 MG 6 Stunden (oben links),
24 Stunden (oben rechts), 4 Tagen (unten links) und nach 5 Tagen (unten rechts) nach
Aussaat.

2.2 Ansetzen der Stammlésung von Hypericin

Fur die im Folgenden beschriebenen Versuche wurde das in 99-prozentiger
Reinheit vorliegende Hypericin der Firma Phytochem (Ichenhausen,
Deutschland) mit einem Molekulargewicht von 504,45 g/Mol [96] verwendet.

Um fur die folgenden Versuche verschiedene Hypericinkonzentrationen ziigig
zu gewinnen, wurde zunachst eine Stammlésung von 1 mM bzw. 2 mM
angesetzt, welche bei -20° C im Dunklen gelagert wurde. Zum Erhalt der 1 mM-
bzw. 2 mM-Stammlésung wurde die stark lipophile Substanz in der
entsprechenden Menge DMSO geldst und in je 300 ul pro Eppendorf-Réhrchen
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(Eppendorf Reaktionsgefalle, 1.5 ml, Eppendorf-Nethelen-Hinz GmbH,
Deutschland) portioniert und eingeforen.

Folgende Formel wurde zur Berechnung der Stammldsung verwendet:

mg Hypericin
................. *1000 ml (500 ml) DMSO - 1 mM (2 mM) Stammlésung
504,45 g/mol

Das Procedere beim Ansatz der Hypericinkonzentrationen fur die
Versuchsdurchfihrung der Konzentrationsreihen soll im Folgenden als
anschauliches Beispiel dienen. Fur alle weiteren Experimente war das
Vorgehen analog, lediglich die Menge an Inkubationsmedium und somit auch
der darin enthaltenen Einzelsubstanzen variierte.

Um die fur die Versuchsdurchfihrung bendétigten Hypericinkonzentrationen in
MM zu erhalten, wurde folgendermal’en verfahren: Unmittelbar vor
Versuchsbeginn wurde die bendtigte Anzahl an Eppendorf-Réhrchen der
Stammldésung zlgig im Wasserbad bei 37° C aufgetaut und mit den
entsprechenden Mengen an DMSO verdunnt, um die in der angefligten Tabelle
(Tabelle 5) ersichtlichen verschiedenen Konzentrationen in mM (150 ml je

Konzentration) zu erhalten.

Formel zur Berechnung der Hypericinkonzentrationen:

------ *150ul = x pl Hypericin + 150 pl - x yl DMSO

k: gewlnschte Hypericinkonzentration

X: errechnete Menge in pl

Stammlésung = 1 mM Stammlésung = 2 mM
Konzentration 0,1 0,2 0,25 0,5 1 1,5 2
mM
Hypericin (ml) 15 30 37,5 75 150 112,5 150
DMSO (ml) 135 | 120 [112,5]| 75 0 37,5 0

Tabelle 5: Ansatz der verschiedenen Hypericinkonzentrationen in uM
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AnschlieBend wurden hieraus 50 pl entnhommen und in einem zweiten
Verdinnungsschritt zlgig in 0,5 ml FCS Uberflhrt, um eine optimale Ldslichkeit
zu erzielen. Anschlielend wurden diese in 4,5 ml Medium (Zusammensetzung
siehe unter 2.1.3.1) langsam resuspendiert. Somit ergab sich ein weiterer
Verdinnungsschritt von 1:100 und die Konzentrationen lagen somit in der

gewulnschten Konzentrationseinheit (uM) vor.

2.3 Ansatz und Durchfuhrung der Versuche

Samtliche im Folgenden beschriebenen Versuchablaufe wurden unter dunklen
Bedingungen durchgefuhrt.

Zur Ermittlung der Autofluoreszenz der Zellen wurden sogenannte Kontroll-
proben erstellt, welche mit reinem Medium ohne Zusatz von Hypericin zeitgleich
unter denselben Bedingungen inkubiert worden waren.

Diese wurden nach Auswertung als Negativ-Kontrollen von allen weiteren
generierten Werten subtrahiert, um somit die tatsachliche durch Hypericin
induzierte Fluoreszenz zu erhalten. Fur jede Versuchsordnung wurden
mindestens drei voneinander unabhangige Experimente mit Doppel-
bestimmungen bzw. Vierfachbestimmungen durchgefuhrt und die generierten
Werte anschliel3end statistisch analysiert sowie in errechneten Verlaufskurven

aufgetragen.

2.3.1 Aussaat und Inkubation flr die Zytotoxizitat

Zur Versuchsdurchfuhrung wurde das verbrauchte Medium abgesaugt, die
Zelllinien U373 MG, T98G und LN229 mit 2 ml PBS (Gibco BRL) gewaschen,
zum Ablésen mit 1 ml Accutase™ (PAA Laboratories, Pasching, Austria)
ungefahr 5 bis 10 Minuten bei 37° C inkubiert und in Eppendorf-Zahlkammern
unter dem Auflichtmikroskop gezahlt. AnschlieBend wurden die Zellen zur

weiteren Versuchsdurchfihrung in 24-Well-Platten, jeweils zu 150 Z/mm? (dies
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entspricht umgerechnet 30 000 Zellen pro Well und 720 00 Zellen pro Platte),
uberfihrt und erneut fir 48 Stunden bei 37° C und 5% CO; im Inkubator
angezuchtet.

Zur Bestimmung der Zytotoxizitadt von Hypericin wurden jeweils 4 Wells mit
unterschiedlichen Hypericinkonzentrationen von 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 und 10uM
jeweils Uber 2 und 24 Stunden bei 37° C und 5% CO;inkubiert.

Da Hypericin eine ausgepragte Lipophilie aufweist, war die Substanz fur die
Versuchsdurchfuhrung zur Bestimmung der Zytotoxizitat bei einer Zelllinie
(U373 MG) zuvor auf verschiedene Weise gelost worden und die Ergebnisse
verglichen. Somit sollte die geeignetste Methode fiir eine optimale Ldslichkeit
der Substanz im Inkubationsmedium bestimmt werden:

Einmal wurde das Hypericin (Trockenpulver), nachdem es zuvor in DMSO
gelést worden war, zunachst in FCS Uberfihrt und in einem letzten Schritt
langsam in der bendtigten Menge Nahrmedium resuspendiert.

Bei der zweiten Vorgehensweise wurde das in DMSO geldste Hypericin direkt
in das bereits vorab mit FCS versetzte Medium pipettiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde das Inkubationsmedium abgesaugt,
die Zellen wiederum mit 500 ul PBS je Well gespult und anschlieBend mit
Kulturmedium ohne Photosensibilisator reinkubiert und bis zur abschliefenden

Versuchsauswertung mittels Neutralrot-Assay fur weitere 48 Stunden kultiviert.

2.3.2 Aussaat und Inkubation fiir die Phototoxizitat

FUr samtliche Experimente zur Bestimmung der Phototoxizitat wurden folgende
Bestrahlungsmodalitaten durchgefihrt:

Unmittelbar vor Beginn der Einzelbestrahlung wurde das mit Hypericin
versehene Medium in jedem Well abgesaugt, die Zellen je Well mit 500 pl PBS
gespult und anschlief3end in jedes Well 500 pl frisches Medium ohne Zusatz
von Phenolrot (RPMI 1640 ohne Phenolrot, Gibco BRL, Paisley, UK) zur
Bestrahlung pipettiert. Weiterhin wurde auf die sich zwischen den Wells

befindliche Flache auf jede Platte 2 ml Trypanblau (0,5% (w/v), Biochrom,
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Berlin, Deutschland) zugegeben, um beim anschlieRenden Bestrahlungs-
vorgang eines einzelnen Wells eine Lichtexposition der Nachbar-Wells zu
verhindern.

Die Bestrahlungsparameter wurden unmittelbar vor und nach Bestrahlung der
Zellen mittels eines Leistungsmessgerates (Power meter, Modell TPM-310
Gentec, Quebec, Canada) Uberprift.

Samtliche Versuchsablaufe wurden unter dunklen Bedingungen durchgefuhrt.
Im Anschluss an die Bestrahlung erfolgte dasselbe wie unter 2.3.1
beschriebene Procedere mit einer Reinkubation der bestrahlten Zellen far
48 Stunden bis zur abschlieenden Versuchsauswertung. Die Bestimmung der
Uberlebensrate der Zellen nach photodynamischer Inaktivierung erfolgte

photometrisch mittels Neutralrot-Assay (siehe unter 2.4.1).

2.3.2.1 Aussaat und Inkubation U373 MG, LN229 und T98G

Zur Bestimmung der Phototoxizitat von Hypericin wurden die Zellen in 4-Well
Platten (Nunc, Danemark) nach wie unter 2.3.1 beschriebener Aussaat von
30.000 Zellen/Well fur 48 Stunden bei 37° C angezuchtet und im Anschluss mit
Hypericin in einer nicht-zytotoxischen Konzentration von 2.5 yM fur zwei
Stunden bei 37° C und 5% CO; inkubiert. Nach einmaligem Spulen mit PBS
wurden die Zellen mit Kulturmedium ohne Zusatz von Phenolrot (RPMI 1640
ohne Phenolrot, Gibco BRL, Paisley, UK) reinkubiert und anschlieend mittels
eines Dye Lasers (Modell 375, Spectra Physics, Mountain View, USA),
gepumpt durch einen Argon lonen Laser (Modell 2030, Spectra Physics;
Mountain View, USA), bestrahlt. Die Bestrahlung aller drei Zelllinien erfolgte mit
unterschiedlichen Energiedichten von 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4 und
0.5 Jlcm? bei einer Wellenldnge von 595 nm und einer Leistungsdichte von

5 mW/cm? mit ansteigenden Expositionszeiten von 10 bis 100 Sekunden.
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2.3.2.2 Aussaat und Inkubation von U373 MG und T98G zur Bestimmung
der Phototoxizitat in Abhangigkeit der Inkubationskonzentration

Far die Zellkulturen T98G wurde die photodynamische Inaktivierung zusatzlich
fur verschiedene Inkubationskonzentrationen mit Hypericin (0.1 bis 2.5 uM)
nach erfolgter Inkubationszeit von 2 Stunden bei 37° C und 5% CO; bestimmt.
Die Zellen wurden mit Energiedichten von 0.1 J/cm? bis zu 1.5 J/cm? bei einer
Wellenlange von 595 nm und Leistungsdichten von 5 mW/cm? bis zu
10 mW/cm? wie unter 2.3.2.1 beschrieben bestrahlt.

Fir die Glioblastomzelllinie U373 MG wurde die photodynamische Inaktivierung
fur aufsteigenden Hypericinkonzentrationen (0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 uM)
nach Inkubation der Zellen von ebenfalls 2 Stunden bei 37° C und 5% CO;
gemessen. Hierbei wurden die Zellen mit einer konstanten Energiedichte von
0.3 J/cm? und einer Leistungsdichte von 10 mW/cm? bei einer Wellenlange von
595 nm bestrahlt.

2.3.2.3 Aussaat und Inkubation von LN229 zur Bestimmung des
Aktionsspektrums von Hypericin

Zur Bestimmung des Aktionsspektrums von Hypericin wurde zusatzlich die
Zelllinie LN229 mit unterschiedlichen Wellenlangen von 575 nm bis 615 nm, in
5 nm Schritten aufsteigend, bestrahlt. Fur jede Wellenlange wurden die Zellen
einem Licht einer Leistungsdichte von 10 mW/cm? fur 30 Sekunden exponiert.
Dies entspricht einer Energiedichte von 0.3 J/cm2. Die Bestrahlungen erfolgten
mittels eines Farbstofflasers (continuous wave broad-band dye Laser, Modell
375, Spectra Physics, Mountain View, USA).
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2.3.3 Aussaat und Inkubation von U373 MG zur Bestimmung der

intrazellularen Akkumulation

Zur Bestimmung der Kinetik der intrazellularen Akkumulation von Hypericin in
den Glioblastomzellen wurde die Zellkultur U373 in 24-Well-Platten Uber 48
Stunden kultiviert (Aussaat siehe unter 2.3.1) und anschlieRend bei 37° C und
5% CO, entweder mit verschiedenen Hypericin-Konzentrationen (0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 2.5, 5, 10, 15 und 20 pM) uber einen Inkubationszeitraum von 2 Stunden
(Konzentrationsabhangige Aufnahme) oder bei verschiedenen Inkubations-
zeiten (5, 10, 15, 30 min und 1.5, 2, 3, 4, 6 und 24 h) mit
Hypericinkonzentrationen von jeweils 2.5, 5 and 20 pM (zeitabhangige
Aufnahme) inkubiert. Die Versuchsmessung und damit die Messung der
zellularen Fluoreszenz (siehe unter 2.4.2) erfolgte nach Spullen der Zellen mit
PBS und Abldsen mit Accutase™ mittels Durchflusszytometrie (Fluorescence
activated cell sorting, FACSSORT, Becton Dickinson, San Jose CA, USA,
Anregung: 488 nm).

2.3.4 Aussaat und Inkubation von U373 MG zur Bestimmung des

Transportmechanismus

Zur Untersuchung des Aufnahmemechanismus von Hypericin in die Zelle
wurden die Zellen der Zelllinie U373 MG nach Aussaat (siehe auch 2.3.1) in 24-
Well-Platten flir 48 Stunden bei 37° C kultiviert. Nach erfolgtem Vorkihlen
sowohl der Zellen als auch des Inkubationsmediums bei 4° C fur eine Stunde
wurden die Zellen mit einer Konzentration von 2.5 yM Hypericin flir 2 Stunden
bei 4° C und anschlielend fur zwei weitere Stunden bei 37° C inkubiert. Analog
hierzu erfolgte als Kontrollbestimmung die Inkubation weiterer Zellen ebenfalls
mit 2.5 uM Hypericin Uber 4 Stunden, diese allerdings bei 37° C. Somit sollte
eine Differenzierung zwischen aktivem und passivem Transportmechanismus
ermoglicht werden. Kriterium fur die Vitalitat der Zellen war eine erneute

Aufnahme der zuvor bei 4° C inkubierten Zellen bei erneuter Inkubation unter
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warmen Bedingungen (37° C). Zur Untersuchung der Hypericinaufnahme der
Zellen in kurzester Zeit — hierbei erfolgt wahrscheinlich eine Anheftung der
Molekule an die Zellmembran - wurde eine sogenannte Adsorptionsrate
bestimmt. Hierfir wurde die Inkubationslésung auf die Zellen pipettiert und so
rasch wie moglich wieder abgesaugt. Die Adsorptionsrate galt flur diesen
Versuch als negativer Kontrollwert. Nach einmaligem Spulen der Zellen mit
PBS und Abldsen dieser mittels Accutase™ wurde die intrazellulare
Akkumulation von Hypericin mittels Durchflusszytometrie wie oben beschrieben

bestimmt.

2.3.5 Intrazellulare Lokalisation

Die intrazellulare Akkumulation von Hypericin wurde anhand von fluoreszenz-
mikroskopischen Messungen mit allen drei Zelllinien durchgefuhrt.

Hierzu wurden die Zellen auf Objekttragern (Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,
Germany; Aussaat von 2.85 x 10° Zellen/Objekttrager) mit Hypericin-
konzentrationen von 0.5, 1.5 und 2.5 yM fir 2 Stunden bei 37° Celcius
inkubiert. Zusatzlich wurden die Zellen enweder mit dem mitochondrialen
Marker Rhodamin 123 (R 123, Fluka, Buchs, Switzerland; 1 yM /1 h) oder mit
dem lysosomalen Marker Akridin-Orange (acredine orange, molecular probes,
Eugene, USA; 1 uM/1h) inkubiert. Kurze Zeit vor den fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen (Axioplan 1, Carl Zeiss Jena, Jena,
Germany) wurden die Zellen allesamt mit gepufferter Salzlésung (EBSS,
Sigma-Aldrich) gewaschen. Zur Untersuchung der intrazellularen Verteilung von
Hypericin als auch der Organellenmarker Rhodamin und Akridin-Orange
wurden zwei unter 2.4.3 eingehend beschriebene Methoden der

Fluoreszenzmikroskopie verwendet.
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2.4 Versuchsauswertung

Im Folgenden sollen Ablaufe zu den Versuchsauswertungen der im Vorfeld

beschriebenen Experimente ausfuhrlich dargestellt werden.

2.4.1 Auswertung der Experimente zur Zyto- und Phototoxizitat

Zytotoxizitat bedeutet die Fahigkeit einiger chemischen Substanzen (wie
beispielsweise Pharmaka), Gewebezellen zu schadigen.

Phototoxizitat heisst, dass aufgrund von Lichtexposition in Kombination mit
einer bestimmten chemischen Substanz eine toxische Reaktion ensteht, welche
zur Zellschadigung fuhrt.

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden nach Inkubation mit Hypericin
(Zytotoxizitat) bzw. nach Bestrahlung (Phototoxizitat) bei 37° C und 5% CO;
erfolgte die Auswertung samtlicher Experimente zur Zytotoxizitat und
Phototoxizitat. Hierbei wurde die Vitalitat der Zellen photometrisch mittels
Neutral-Rot-Assay bestimmt [170, 171]. Da sich Neutralrot in den Lysosomen
der Zellen anreichert und bei Schadigung der Zellmembran durch schadigende
Noxen wieder austritt, kann Uber die in der Zelle verbleibende Farbstoffmenge
das Ausmal} der Zellschadigung bestimmt werden. Mit dieser Methode kénnen
somit toxische Einfliusse auf Zellen evaluiert werden. Bei der hier verwendetetn
,Uptake-Methode“ wurden die Zellen zunachst mit Hypericin inkubiert und
bestrahlt (siehe unter Kapitel 2.3.2.1) und anschlieend bei 37° C mit wassriger
Neutralrot-Losung (Biochrom, Berlin, Deutschland) fur insgesamt 2 bis 3
Stunden inkubiert. In jedes Well wurden 500 ul der Neutralrot-Lésung
zugegeben. Das Neutralrot war zuvor in einem Verhaltnis 1:25 (V/V) in
Kulturmedium geldst worden, so dass eine endgultige Neutralrot-Losung von
0.012% vorlag. Der pH-Wert wurde auf 7.4 adjustiert. Nach erfolgter Inkubation
wurden die Uberstéande abgesaugt und die Zellen zweimal mit isotoner NaCl-
Losung gewaschen. Durch Zugabe von 300 pl Gamma3-Losung
(Wasser/ Ethanol / Essigsaure, 1/1/0.02, V/V/V) wurde Neutralrot
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schliel3lich aus den Zellen extrahiert. Nach vorsichtigem Schutteln fir 10
Minuten wurde ein 100 pl Aliquot einer jeden Probe in eine Micro-Titer-Platte
(Greiner, Frickenhausen, Deutschland) Uberfuhrt.

Die Absorption wurde bei 570 nm mit einer Referenz-Wellenlange von 690 nm
mittels eines Photometers (plate reader, Lucy 1, anthos Mikrosysteme, Krefeld,
Deutschland) bestimmt und schlie3lich mit der anthos WinRead Software
(Version 2.3) analysiert. Somit wurde Uber die Menge des wahrend der
Inkubationszeit aufgenommenen Neutralrots nach anschlieRender Entfarbung
der gewaschenen Zellen photometrisch bestimmt und so Rlckschluss auf das
Ausmal} der Zellschadigung durch die zuvor applizierten Noxen (Hypericin und
Licht) gezogen.

Die Vitalitat der Zellen wurde fur die Zytotoxizitat in Prozent zu den mit reinem
Kulturmedium ohne Hypericin inkubierten Kontrollen und fur die Phototoxizitat in
Prozent zu den inkubierten, nicht-bestrahlten Kontrollen berechnet. Als ein
quantitatives Mal} fur Phototoxizitat wurden sogenannte IDso-Werte von den
erstellten Dosis-Wirkungs-Kurven (siehe auch unter dem Kapitel Ergebnisse)
abgeleitet. 1Dso-Werte sind Inaktivierungs- oder Energiedosen, welche die
Zelliberlebensrate um 50 % im Verhaltnis zur Kontrolle reduzieren. Sowohl fur
die Versuche zur Zxtotoxizitat, als auch fur die Versuche zur Phototoxizitat
wurden flr jede Zelllinie mindestens drei voneinander unabhangige

Experimente in Vierfach-Bestimmungen durchgefihrt.

2.4.2 Auswertung Durchflusszytometrie (FACS)

Nach einmaligem Spulen mit PBS (500 pl) wurden die Zellen mit 300 pl
Accutase™ wie bereits beschrieben (2.3.1) unmittelbar nach Ablauf der
Inkubationszeiten abgeldst. Zellen von 4 zu identischen Bedingungen
inkubierten Wells wurden in ein FACS—R&hrchen Uberfuhrt und durch ein
Metallgitter (Porengrofle 100-112 uM; Haver & Boecker, Oelde, Deutschland).
gefiltert, um Zellkonglomerate moglichst zu vermeiden. Zur Erfassung der
vitalen Zellen im FACS in Prozent wurde 10 ul Propidiumiodid (Propidiumiodide
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Minimum 95%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), welches zuvor in PBS
(2 mg/ml; 10 yL per 1 mL Zellsuspension) geldst worden war, in je ein FACS-
Roéhrchen (120 000 Zellen/ 1200ul) zugegeben. Hiermit wurde die nekrotische
und apoptotische Zellfraktion bestimmt. Anschlielend wurde die Fluoreszenz
der mit Hypericin behandelten Glioblastomzellen mittels Durchflusszytometrie
(flow cytometry, Becton Dickinson, San Jose CA, USA; ExzitationsWellenlange
von 488 nm) bestimmit.

Die FACS-Analyse der Fluoreszenzintensitaten in willkarlichen Einheiten wurde
mit folgenden Parametern durchgefuhrt: Forward Scatter (FSC) und Side
Scatter (SSC) zur Identifizierung der Zellpopulation und anschlieRender
Erstellung eines Punkthistogramms (FSc vs. SSc), Fluoreszenkanal 2 (FL2,
Emission-Wellenlange von 585+21 nm) zur Bestimmung der intrazellularen
Aufnahme von Hypericin sowie Fluoreszenkanal 3 (FL3, Emissions-
Wellenlange von > 670 nm) schliel3lich zur Bestimmung der Zellvitalitat (in
Prozent).

Die nachfolgende Analyse der generierten Werte erfolgte mittels des
Programms CellQuest™ software (Version 4.0.2, Becton Dickinson).

Fir samtliche Versuchsreihen wurden mindestens vier voneinander
unabhangige Experimente mit Doppelbestimmungen durchgefihrt. Jeder
Datenpunkt reprasentiert die mittlere Fluoreszenzintensitat von 25 000

gemessenen Zellen.

2.4.3 Auswertung der Versuche zur Fluoreszenzmikroskopie

Zur Bestimmung der intrazellularen Verteilung von Hypericin und den
Organellenmarkern Rhodamin 123 und Akridin-Orange wurden zwei
verschiedene fluoreszenz-mikroskopische Techniken angewendet:

(1) Konventionelle Fluoreszenzmikroskopie (Lichtquelle: high pressure

mercury lamp (HBO 50, Carl Zeiss)) in Kombination mit geeigneten Filtern
(Bandpass-Filter, 510-560 nm fir Hypericin und Akridin-Orange sowie 450 - 490
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nm fir Hypericin und Rhodamin 123) und dichroische Spiegel (580 nm fur
Hypericin und Akridin-Orange und 510 nm fir Rhodamin 123) wurden
eingesetzt, um die Distribution von Hypericin und den Organellen-Markern
innerhalb der gesamten Zelle untersuchen zu konnen (sogenannte Epi-
[llumination).

(2) Interne Totalreflexions-Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM, Lichtquelle:
pulsed Laser-Diode (LDH C470 mit Treiber PDL 800-B, Picoquant, Berlin,
Deutschland; Wellenlange: 470 nm, Repetitionsrate: 40 MHz, durchschnittliche
Leistung: 1.2 mW), mittels einer Einzelfaser an das Fluoreszenz-Mikroskop
adaptiert (Point Source, Southampton, UK) wurde benutzt, um die Lokalisation
von Hypericin innerhalb der Plasmamembran der Glioblastomzellen
demonstrieren zu konnen (sogenannte TIR-lllumination). Eine detaillierte
Beschreibung letzterer Methodik ist unter 2.6.3 gegeben.

Zur Detektion der Fluoreszenz wurde bei allen untersuchten Zellen eine
sogenannte EMCCD Kamera (mit Peltier cooling, Sensitivitit geringer 107"’
W/Pixel; DV887DC-BV, ANDOR Technology, Belfast, UK) in Kombination mit
passenden Langpass-Filtern (> 590 nm fur Hypericin und Acridin-Orange, > 520

nm fir Rhodamin 123) eingesetzt.

2.5 Statistische Analysen

Samtliche Messwerte der einzelnen Experimente wurden statistisch
ausgewertet.

Fir die Experimente zur konzentrationsabhangigen Aufnahme von Hypericin in
die Zellen der Glioblastomzelllinie U373 MG wurde ein nicht lineraes Modell mit
4 Parametern mithilfe der Methode der kleinsten Quadranten (nonlinear least
square estimation — Modell mit vier Parametern) erstellt.

Die zeitabhangige Aufnahmekinetik wurde Uber ein Kompartment-Modell
ebenfalls mit vier Parametern charakterisiert.

Fur die Versuche zur Bestimmung der Phototoxizitat wurde schliel3lich ein

Modell mit drei Parametern erstellt.
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Fir den post-hoc paarweisen Vergleich (post-hoc pair-wise comparison) wurde
der Tukey-Kramer HSD Test angewendet. Das Signifikanzniveau lag bei 5%.
Fiar die Erstellung aller statistischen Analysen wurde das Statistik-Programm

statistical software package, JMP version 5.1 (www.JMP.com), eingesetzt.

2.5.1 Analyse zur intrazellularen Akkumulation von Hypericin
2.5.1.1 Konzentrationsabhangige Aufnahmekinetik

Das Verhaltnis zwischen der Inkubationskonzentration von Hypericin ¢; und der
zelluldren Fluoreszenz I-(c;) wurde bestimmt durch ein nicht-lineares Modell

mit vier Parametern entsprechend der Gleichung

fur ¢, >0 (1)

mit einer minimalen Intensitdt von |, [w.E.] (&quivalent zur zellularen

Autofluoreszenz), einer maximalen Intensitat von [w.E.], einem K-

I max

Wert [uM] bezogen auf c; [uM], wobei K,, die Halfte der maximalen

Fluoreszenz reprasentiert, sowie dem Anpassungsparameter a =1.68.

2.5.1.2 Zeitabhangige Aufnahmekinetik

Fur eine Inkubationskonzentration von 2.5 uM wurde das Verhaltnis zwischen

der Inkubationszeit (Hypericin) t und der =zellularen Fluoreszenz IF(t)

bestimmt.
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Die Angleichung der Messdaten erfolgte entsprechend der Gleichung

I (t) = (l—e‘“‘) (2)

v
a
mit den zwei Anpassungsparametern v und « , welche einmal den Anstieg (v)

und einmal den Abfall (« ) der Hypericinfluoreszenz beschreiben.

Fur Inkubationskonzentrationen von 10 pM und 20 pM wurde der
Zusammenhang zwischen der Inkubationszeit von Hypericin und der zellularen

Fluoreszenz 1.(t) (ber ein Kompartment-Modell mit vier verschiedenen

Parametern analysiert. Hierfur wurden folgende Formeln erstellt

e (t) = 1o (1-€7Y), fir t<t.  (3)
und
e (t) = 1, 4 (1 —e 7t ) =1 ) et far t>t.  (4)

mit einer maximalen Intensitat von | [w.E.], erreicht bei einer Inkubationszeit

max

[h], und mit I [w.E.], entsprechend der Intensitat bei einer unendlichen

tmax

Inkubationszeit t, von Hypericin. Parameter y beschreibt die Aufnahme von

Hypericin in die Zellen (bei kurzen Inkubationszeiten), Parameter o beschreibt
die zelluldare Wiederabgabe der Substanz in das Medium (bei langeren

Inkubationszeiten).
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2.5.2 Analyse zur Phototoxizitat von Hypericin

Die Phototoxizitait im Sinne der Relation von Zelliiberlebensrate und

Energiedosen wurde mit folgendem Modell

SF = —— (5)

E )
1+
)

bestimmt. Dabei stellt SF die Uberlebensfraktion in Prozent der Kontrolle dar,

E [J/cm?] steht fiir die Energiedichte, IDs, [J/cm?] fiir eine Inaktivierungsdosis
von 50% der \vitalen Zellen wund ¢c; [uM] schlieBlich far die

Inkubationskonzentration von Hypericin.

2.6 Darstellung der fur die Auswertung bendtigten Methoden

Im Folgenden sollen die fur die Versuchsauswertungen bendétigten Methoden

und Techniken ausfiihrlich beschrieben werden.

2.6.1 Laser [172]

Erfolgt der Ubergang eines Elektrons oder eines Schwingungsmodus von
einem energiereichen zu einem energiearmeren Zustand, so entsteht Licht. Die
Energiedifferenz wird hierbei in Form eines Photons abgegeben. Bei diesem
Vorgang handelt es sich bei herkdbmmlichen Lichtquellen um eine spontane
Emission, was wiederum bedeutet, dass die Richtung einerseits und der
Zeitpunkt andererseits bei Abgabe des Photons zufallig sind.

Der Begriff Laser steht fur “Light amplification by stimulated emission of
radiation® (Lichtverstarkung durch stimulierte Strahlenaussendung). Gordon

Gould pragte diesen Begriff im Jahre 1957.
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Bei der Erzeugung von Laser-Licht liegt der Schwerpunkt jedoch auf der
stimulierten Emission. Dies bedeutet, dass der oben genannte Ubergang von
einem hoheren in einen niedrigeren energetischen Zustand durch ein
Lichteilchen angeregt wird, wobei ein weiteres Lichtteilchen entsteht. In Phase,
Frequenz, Polarisation und Ausbreitungsrichtung ist letzteres mit ersterem
identisch. Somit kann man bei diesem Vorgang vom Prinzip der

Lichtverstarkung sprechen.

E | 1 -

i

Abbildung 18: Stimulierte Emission - Lasing

Diese sogenannten energetisch angeregten Zustande in einem aktiven Medium
(wie beispielsweise ein Gas, Halbleiter, ein Festkorper oder aber ein Farbstoff)
sind fur die Stimulation der Emission unabdingbar.

Die Abstimmung des Laserlichts auf das Absorptionsmaximum eines
Fluoreszenzmarkers oder Photosensibilisators lasst sich genau abstimmen.
Damit eine Lasertatigkeit gewahrleistet werden kann, muss der sich im aktiven
Medium Dbefindliche, angeregte Zustand starker besetzt sein als der
Grundzustand.

Dies bedeutet, dass mehr Zustande in einem hoheren Niveau vorliegen mussen
als in niedrigem, so dass aufgrund der Besetzung die Wahrscheinlichkeit fur die
stimulierte Emission hoher ist als fur die Absorption. Nur so ist eine
Lichtverstarkung zu  erreichen. Dieser Zustand wird auch als

Besetzungsinversion bezeichnet und entsteht durch externe Zufuhr von Energie
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(Vorgang des Pumpens) mittels verschiedenen Techniken wie elektrischem
Strom, Gasentladung oder Blitzlampe.

Zum Erhalt eines optischen Resonators ist das aktive Medium von zwei Flachen
umgeben, die sich spiegeln.

Laserresonatoren werden bei fast allen Lasergeraten verwendet um das optisch
aktive Medium (Verstarkungsmedium) nicht Gber einen weit gestreckten Bereich
ausdehnen zu mussen. Somit kann die Pumpeffizienz erhoht werden.

Aufgrund der entstehenden Reflexion mittels der Spiegel wird das aktive
Medium mehrmals von Licht durchlaufen und es kommt somit zu einer
Verstarkung der stimulierten Emission.

Ist die Lichtverstarkung im aktiven Medium grof3er als die im Laserresonator
entstehenden Verluste, so setzt Lasertatigkeit ein. Hierbei spricht man von der
sogenannten Laserschallwelle.

Der so entstehende Laserstrahl zeichnet sich durch Monochromatie, Koharenz
(Phasenkonstanz) sowie Parallelitat (minimale Divergenz) aus.

Die Wellenlange der Laseremission ist durch das Emissionsspektrum des
aktiven Mediums determiniert. Durch einen Applikator, der sich am Ende des
Laserleiters befindet, wird das austretende Licht moglichst homogen auf den zu

bestrahlenden Bereich gestreut.

2.6.1.1 Farbstofflaser (Dye laser)

Im Jahre 1966 beobachteten Sorokin und Lankard [173], dass bei Bestrahlung
durch einen Rubinlaser Laseraktivitat entstand. Diese Entdeckung erfolgte
zufallig bei der Untersuchung von Fluoreszenz an organischen Farbstoff. So
inspiriert setzten sie diesen Effekt in die Konstruktion des ersten Farbstofflasers
um.

Das aktive Medium besteht bei diesem Lasertyp aus einem organischen
Farbstoff in alkoholischer Lésung (meist Methanol, Ethanol). Beispiele flr
Farbstoffe sind Stilben, Rhodamin und Cumarin fir unterschiedliche

Wellenlangen.
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Farbstofflaser werden in der Regel durch andere Laser gepumpt. Somit besteht
das Prinzip des Lasersystems aus zwei verschiedenen Lasern, einerseits dem
Pumplaser, welcher fur die Inversion im Farbstoff verantwortlich ist, und
andererseits dem Farbstofflaser selbst.

Pumplaser sind entweder ein frequenzverdoppelter Nd:YAG-Laser (532 nm),
ein Argon-Laser (488 nm, 514 nm) oder aber ein Kupferdampf-Laser (511 nm,
578 nm).

Der endliche Wirkungsgrad des Farbstofflasers hat den Vorteil, dass
verschiedene Wellenlangen erzeugt werden koénnen. Durch diese breite,
kontinuierliche Abstimmbarkeit der Lichtemission kann beispielsweise unter
Verwendung des Farbstoffes Rhodamin ein Abstimmbereich von 570-670 nm
erreicht werden. Dieses Lasersystem wird bevorzugt in der PDT eingesetzt.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde der sogenannte “continuous wave broad-

band dye Laser, Modell 375, Spectra Physics, Mountain View, USA® verwendet.

2.6.1.2 Argon-Laser

Der Argon-Laser wurde im Jahre 1964 von William Bridges erfunden und zahlt
zur Gruppe der lonenlaser, bei welchen Argongas als aktives Medium
verwendet wird.

Zwar entstehen nach Anregung dieses Gases mehrere Emissionslinien im
blaugrinen Spektralbereich, jedoch wird die optische Ausgangsleistung vor
allem durch die Linien bei 488 nm und 514 nm gewahrleistet.

Groltenteils wird diese Art von Laser lediglich als Pumplichtquelle fur den oben
beschriebenen Farbstofflaser verwendet, jedoch findet der Argonlaser ebenfalls
Anwendungen in medizinischen Disziplinen wie beispielsweise der
Allgemeinchirurgie und ophthalmologischen Chirurgie.

Fir die durchgefuihrten Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurde folgender
Typus eingesetzt: ,high power ion Laser, Modell 2030, Spectra Physics;
Mountain View, USA*.
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Abbildung 19: Argon-lonen-Laser

2.6.1.3 Anwendungsgebiete

Die Kombination von Argon-

Fachdisziplinen

mit

unterschiedlichen

und Dyelaser wurde bereits

Folgende Tabelle [172] soll hierzu eine kurze Ubersicht geben:

in einigen

Photosensibilisatoren angewendet.

Fachgebiet Emission |Sensibilisator |Intensitat |Dosis |Behandlung Lite-
[nm] [mW/cm?] |[J/cm?] |Von ratur
Dermatologie |630 Foscan ® 100 5-20 Hauttumore, Hals|174
und Nacken
Gastro- 630 HpD 200 150 Osophagus- 175
Carci
Enterologie 630 Photophrin ® 400 100-250 K;rgrl:g:e 176
Gynakologie 630 HpD 400 200 Neoplastische 177
Erkrankungen
HNO 630 Foscan ® 100 50-100 |Maligne 178
erkrankungen der
Mundhéhle  und
des Pharynx
Neurochirurgie |630 HpD k.A. 240 Hirntumore 179
Urologie 630 Photophrin ® |k.A. 15 Blasen-Ca 180
Oberflachliches
635 5-ALA K.A. 20 Blasen-Ca 181

Tabelle 6: Anwendung der PDT in unterschiedlichen Fachdisziplinen mittels der

Kombination von Argon- und Farbstofflaser (Dyelaser)
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2.6.2 Durchflusszytometrie (FACS)

2.6.2.1 Prinzip

Der Begriff FACS steht fur Fluorescence activated cell sorting und beschreibt
ein Verfahren, das sowohl in der Medizin, als auch in der Biologie eingesetzt
wird. Der Ausdruck "FACS" ist eine geschutzte Handelsmarke der Firma Becton
Dickinson. Durchflusszytometrie ist die allgemeine Bezeichnung dafur. Das
Prinzip der FACS-Analyse beruht auf der Emission von optischen Signalen der
Zelle bei Durchlaufen eines Laserstahls.

Die Zellsuspension wird zunachst Uber eine Kapillare angesaugt und
beschleunigt. Durch den Geschwindigkeitsgradient werden die Zellen
vereinzelt, somit passieren die Zellen separat in konstantem Fluss den
Laserstrahl. Dabei emittiert die Zelle abhangig von ZellgroRe, Zellwandstruktur
und intrazellularen Bestandteilen Streulicht [182]. Durch dieses Prinzip lassen
sich unterschiedliche Eigenschaften der Zelle ableiten, und die Zellen kbnnen
somit in unterschiedliche Fraktionen separiert werden.

Die Streuung des Lichtes erfolgt in zwei verschiedene Richtungen, welche als
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) und Seitwartsstreulicht (side scatter,
SSC) detektiert werden konnen, wobei FCS Aufschluss Uber die Zellgrofe,
SSC Uber die Granularitat der Zelle gibt.

Uber Fluoreszenzkanale konnen auRerdem angeregte Fluoreszenzfarbstoffe
erfasst werden. Diese Fluoreszenz kann sowohl durch zelleigne Proteine,
markierte Antikorper, als auch durch angefarbte Zellbestandteile hervorgerufen
werden. Auch aufgrund dieser zusatzlichen Eigenschaft kann eine Separation
der Zellen erfolgen.

Das fur die einzelnen Experimente zur Verfugung stehende
Durchflusszytometer FACSSort (Becton Dickinson, San Jose CA, USA) regt mit

einem Argon-lonen-Laser (Excitation = 488 nm, 15 mW) an.
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Abbildung 20: Darstellung eines fluoreszenzaktivierten Zellsorters (FACS)

2.6.2.2 Lichtdetektion

Passieren die Zellen den Laserstrahl, wird ein Teil des Anregungslichts in zwei
Richtungen gestreut. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter light, FSC, 488 +/-
5nm) wird in Richtung (1,5-10°) des Laserstrahls von einem
Festkorpersiliziumdetektor, und das Seitwartsstreulicht (side scatter light, SSC,
488 +/- 5 nm) wird senkrecht (90°) zum Laserstrahl vom einem Photomultiplier
erfasst und verstarkt.

Das Fluoreszenzsignal wird ebenfalls in der 90°-Richtung detektiert. Uber
dichroitische Spiegel und Strahlenteiler wird dieses Signal vom SSC separiert

und weiter aufgespaltet. Das Signal wird im folgenden an den drei
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Fluoreszenzkanalen (FL) erfasst und mittels einem gekoppelten Photomultiplier
verstarkt.
Die erfassten Parameter (SSC, FSC, FL1-3) werden anschliellend an einen

Computer Ubermittelt und Uber eine geeignete Software ausgewertet [183].
2.6.2.3 Fluoreszenzkanale

Fluoreszenz 1 (FL1): 530 +/- 15 nm Bandpass

Fluoreszenz 2 (FL2): 585 +/- 21 nm Bandpass

Fluoreszenz 3 (FL3): 670 nm Langpass

2.6.2.4 Gerateparameter

Pro Messung wurden 2x10° Events erfasst. Die Durchgangsgeschwindigkeit der

Suspension wurde auf die hdchste Stufe (hight = 6ul/min) eingestellt.

Folgende Gerateparameter wurden flr die Messungen verwendet:

Kanal Verstarkung/Voltage Modus
FSC E- 01 Linear
SSC 258V Linear
FL 1 150 V Linear
FL 2 350V Logarithmisch
FL 3 412V Logarithmisch

Tabelle 7: Gerateparameter des Durchflusszytometers
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2.6.2.5 Auswertung der im FACS generierten Messdaten

Die anschlieBende FACS-Analyse der Fluoreszenzintensitaten wurde mit
folgenden Parametern durchgefuhrt: Forward Scatter (FSC), Side Scatter
(SSC), FL2 (585 nm) sowie FL3 (670 nm). Fir die Identifizierung der
Zellpopulation wurde ein Punkthistogramm erstellt. Hierbei wurde das SSC
Signal (Granularitat) gegen FSC (Zellgrofie) aufgetragen. FL2 diente als
Parameter fur die Hypericinaufnahme in die Zelle.

Der Anteil an toten Zellen innerhalb der Gesamtpopulation wurde Uber die
Zugabe von 10 pl (100 pg/upl) Propidiumiodid zu den in 500 pl PBS
resuspendierten Zellen ermittelt. Somit wurde schliel3lich indirekt die Anzahl der
vitalen Zellen in Prozent Uber die FL3 bestimmt. Ein Leerwert wurde generiert,
indem unbehandelte, nicht mit Hypericin inkubierte Kontrollen mit

Propidiumiodid versehen und im FACS gemessen worden waren.

1023

S8C

R

Abbildung 21: Punkthistogramm (Dot plot) zur Identifizierung der Zellpopulation

Hierbei wurde auf der x-Achse die Zellgrofie (FCS-Signal) und auf der y-Achse die
Granularitat (SSC Signal) aufgetragen. Die goRere Zellpopulation stellt die vitalen
Zellen dar, die kleinere Population links die mit Propidiumiodid markierten avitalen
Zelltrdmmer.

Mittels der Software CellQuest (BD CellQuest™ Software Version 4.0.2.,

Beckton Dickinson, Deutschland) wurde ein gate (Region) uber den Bereich
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gelegt, in welchem sich die zu messenden Glioblastomzellpopulation
akkumulierte. Events aulierhalb dieses Bereiches wurden in der Auswertung
nicht berucksichtigt, da es sich hierbei um Zelltrimmer wie etwa Zellorganellen
handelt. Bei der Messung wurden zwar alle events gezahlt, bei der Auswertung
jedoch letztendlich nur die sich im gesetzten gate befindlichen Zellen
berucksichtigt.

Zur Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat (in willkirlichen Einheiten)
erfolgte die Erstellung eines Histogramms, bei welchem die events gegen die

Fluoreszenzintensitat aufgetragen wurden.

256

Counts

Abildung 22: Histogramm zur Ermittlung der Fluoreszenzintensitat

Die Erstellung dieses Histogrammes dient zur Bestimmung der mittleren
Fluoreszenzintensitat (in willkirlichen Einheiten). Hierbei wurden die events der FL-2
(Parameter fur Hypericinaufnahme in Zelle) auf der y-Achse gegen die
Fluoreszenzintensitat (in willkirlichen Einheiten) auf der x-Achse aufgetragen.

2.6.3 Mikroskopie

Die Auflichtfluoreszenzmikroskopie (Epifluoreszenzmikroskopie) hat innerhalb
der Fluoreszenzdiagnostik einen grofden Stellenwert und ist fir die in-vitro-

Diagnostik unerlasslich. Prozesse auf zellularer Ebene sind jedoch von
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komplexen Interaktionen diverser Molekule und zellularer Komponenten
gepragt. Da sich diese Ablaufe im Bereich von Nanometern abspielen, sind
diese durch die herkdmmliche Lichtmikroskopie im Sinne einer Epi-
Fluoreszenzmikroskopie bei einer optischen Aufldsung von ungefahr 200 nm
kaum mehr darstellbar. Mit der internen Totalreflektions-Fluoreszenz-
Mikroskopie (TIRFM) wurde ein Verfahren entwickelt, mit welchem sich
derartige zellulare Mechanismen bis in die kleinsten Gro3enordnungen sichtbar

machen lassen. Diese sei im Folgenden beschrieben.

2.6.3.1 Interne Totalreflektions-Fluoreszenz-Mikroskopie (TIRFM)

Bei der internen Totalreflektions-Fluoreszenz-Mikroskopie (TIRFM — Total
Internal Reflection Fluorescence Microscopy) handelt es sich um eine Methode,
welche abstandsabhangig ist. Die Entstehung einer Totalreflektion lasst sich
folgendermalien erklaren: Licht fallt beim Durchdringen eines Mediums in
einem uber dem Grenzwert liegenden Winkel auf die Trenn-Flache zwischen
einem Medium, welches einen grossen Brechungsindex aufweist und einem
Medium, welches einen niedrigeren Brechungsindex aufweist, ein.
Nichtsdestotrotz wird nicht das gesamte Licht reflektiert. Ein kleiner Anteil
davon fallt namlich in dasjenige Medium mit dem niedrigeren Brechungswinkel
ein. Dies wird als eine elektromagnetische Welle oder als eine sogenannte
evaneszente Welle bezeichnet. Mit abnehmender Intensitat dieser Welle andert
sich auch die Eindringtiefe — und zwar exponentiell. Abhangig ist diese
Eindringtiefe einerseits von der Wellenlange des Lichts, andererseits von dem
Einfallswinkel sowie schlielllich auch von dem jeweiligen Brechungs-Index der
Medien. Im Durchschnitt liegt sie in z — Richtung (senkrecht) unter 200 nm. Die
TIRFM ermdglicht eine selektive Exzitation von Fluorphoren (in Probe) bis zu
circa 100 nm. Eine solche Auflésung in z — Richtung entspricht ungefahr einem
Flunftel der vertikalen Auflosung, welche mit einem herkdmmlichen konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop gewonnen werden kann. Die TIRFM ist somit ideal
fur Experimente und Beobachtungen an der Zellmembran, der extrazellularen

Matrix, am Zytoskelett sowie insgesamt an zellularen Bewegungsablaufen und
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Transportmechanismen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die
Methode der TIRFM flir eine exaktere Detektion von Hypericin innerhalb der
Plasmamembran eingesetzt. Hierbei wird die Fluoreszenz durch ein
evaneszentes elektromagnetisches Feld angeregt, ansteigend bis zur totalen
internen Reflektion des angeregten Laserlichts an der Grenzflache des
Zellsubstrats. Die Eindringtiefe d(®A) betragt ungefahr 100 nm. Abhangig vom
Einfallswinkel ® und der Wellenlange des Anregungslichts A liegt die
Eindringtiefe in Bereichen zwischen 70 nm und 250 nm. Hierdurch wird eine
nahezu selektive Begutachtung der Plasmamembran ermodglicht, wobei
angrenzende zellulare Strukturen kaum mit einbezogen werden. Die mit einem
variablen Winkel ausgestattete Vorrichtung der TIRFM wurde kurzlich von Stock

et al. bereits detailliert beschrieben [184].
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Abbildung 23: Interne Totalreflexions-Fluoreszenz-Mikroskopie und das Prinzip
der evaneszenten lllumination
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3. Ergebnisse

3.1 Wachstumskurven der Glioblastomzelllinien

Zur Beobachtung des Wachstumsverhaltens der Zellen wurden uber 5 Tage
Wachstumskurven der drei Zelllinien U373, T98G und LN229 erstellt, um somit
den zeitlichen Versuchsablauf planen zu kénnen und den optimalen Zeitpunkt
fur die Versuchsdurchfiihrung nach Aussaat der Zellen zu bestimmen.

In drei voneinander unabhangigen Experimenten mit jeweiliger Doppel-
bestimmung wurden hierfir Wachstumskurven erstellt. Tabelle 8 zeigt die bei
diesen Versuchsreihen gewonnenen Messwerte, welche mittels Median-Bildung
gebildet wurden. Wie in Tabelle 8 ersichtlich zeigten alle drei Zelllinien ein
ahnliches Wachstumsverhalten. Dieses sowie der zeitliche Versuchsablauf sind
in Abbildung 24 fur eine der drei Zelllinien exemplarisch dargestellt.

Bei der Darstellung der zeitlichen Verlaufskurve wurde zur Bestimmung des
Fehlerquotienten der MAD (median absolute deviation; Median der absoluten
Abweichung des Medians) jedes Wertes in Bezug zum Median errechnet und
hiervon wiederum der Median gebildet. Der Median des MAD ist in Abbildung

24 als Balken parallel zur y-Achse zu aufgetragen.

Zellen / mm?
LN229 T98G U373 MG
[h] Median MAD Median MAD Median MAD
0 150 n.b. 150 n.b. 150 n.b.
24 164 13 158 4 173 14
48 345 57 348 18 393 61
72 896 85 877 63 968 110
96 1392 96 1562 162 1574 201

Tabelle 8: Messwerte zu Wachstumskurven aller drei Zelllinien.

n.b. = nicht bestimmt
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Abbildung 24: Wachstumskurve. Dieses Schaubild zeigt beispielhaft anhand der
Zelllinie U373 MG den zeitabhangigen Wachstumsverlauf der Zellen. In den
Kurvenverlauf eingezeichnet ist der Ablauf der Experimente fir die Bestimmung der
Phototoxizitat.

3.2 Zytotoxizitat von Hypericin

Zur weiteren Planung und Durchfihrung der Experimente zur Phototoxizitat
war es von Bedeutung, vorab die Zytotoxizitat (Dunkeltoxizitat) von Hypericin zu
bestimmen.

Tabelle 9 zeigt die Uberlebensrate der mit unterschiedlichen Hypericin-
konzentrationen inkubierten Zellen fir alle drei Glioblastomzelllinien. Die unter
Anwendung des Neutralrot-Assays und photometrischer Messungen
generierten Extinktionswerte wurden in Bezug zur Kontrollprobe (100%) in
Prozent umgerechnet, um so ein Bewertungskriterium fir die Zellvitalitdt zu
erhalten. Es wurden wiederum drei voneinander unabhangige Experimente mit
Vierfachbestimmungen durchgefuhrt.

Beim Vergleich der verschiedenen Ansatze der Inkubationslosung (siehe

Kapitel 2.3.1) liel3 sich kein messbarer Unterschied zwischen den beiden
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Inkubationsprotokollen nachweisen. Aufgrund der stark lipophilen Eigen-
schaften von Hypericin wurde fir alle weiteren Versuche dennoch das exaktere
Verfahren, namlich die Substanz vor Zugabe ins Medium zunachst in FCS zu

l6sen, umgesetzt.

Vitale Zellen [% der Kontrolle]

LN229 T98G U373 U373 MGY

TS’G]Z Median MAD |Median MAD |Median MAD |Median MAD
0,0 100 15 100 19 100 0,8 100 2.2
0,5 99,4 3,7 95,9 2.6 99.6 39 | 1019 6.1
1.0 98,9 6,9 93,9 4.1 96,0 4.1 99,1 8,1
2.5 1015 32 99,2 2.1 97.6 5.1 99,1 49
5.0 99.9 1.8 958 5.9 93,7 3,4 948 7.9
10,0 93,5 4.1 91,3 6,2 87.5 3,3 94.6 5.5

Tabelle 9: Zytotoxizitat. In dieser Tabelle ist fur alle drei Zelllinien die Vitalitat der Zellen
in Prozent nach 2-stlindiger Inkubationszeit mit unterschiedlichen Hypericin-
konzentrationen veranschaulicht.

" Hypericin wurde direkt ins Medium pipettiert

Fur die Bestimmung der Zytotoxizitat von Hypericin wurden die humanen
Glioblastomzelllinien U373 MG, LN229 und T98G Zelllinien fur jeweils 2 und 24
inkubiert. Die

Zellvitalitat wurde nach 48 Stunden Inkubationszeit mittels der Neutralrot-

Stunden mit unterschiedlichen Hypericinkonzentrationen
Methode und anschlieBender photometrischer Auswertung bestimmt (siehe
2.41 Kapitel Material und Methoden). Als Bewertungskriterium fur Vitalitat
galten mehr als 95% vitale Zellen, errechnet in Relation zu nicht inkubierten
Kontrollproben. Das Vorhandensein von mehr als 95% vitalen Zellen bedeutete
somit das Fehlen eines zyototoxischen Effektes.

Wie in Abbildung 25 (2 h) und Abbildung 26 (24 h) ersichtlich, zeigten sich bis
zu einer Inkubationskonzentration von 5 pM Hypericin, sowohl fur eine
Inkubationszeit von 2 als auch fur 24 Stunden, keine durch den Photo-

sensibilisator induzierten zytotoxischen Effekte, wohingegen sich eine schwach
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ausgepragte Zytotoxizitat (Zellvitalitat groRer als 90% in Relation zur Kontrolle)
bei entweder ansteigender Inkubationskonzentration bis zu 10 pM oder
andererseits verlangerter Inkubationszeit von bis zu 24 Stunden abzeichnete.
Somit zeigte sich eine Inkubationskonzentration von 2.5 yM fur alle weiteren
Experimente als sinnvoll, da hierbei keine Zellschadigungen (unter dunklen
Bedingungen) zu erwarten waren.

Far die drei untersuchten Zelllinien ergaben sich unter den untersuchten
Inkubationsbedingungen keine wesentlichen Unterschiede.

Lediglich fur Zelllinie U373 MG zeigte sich eine geringfligig hdhere Zytotoxizitat

fir hohere Inkubationskonzentrationen.
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Abbildung 25: Zytotoxizitat (2h). Diese Grafik veranschaulicht exemplarisch fur die
Zelllinie U373MG die Messungen zur Zytotoxizitdt von Hypericin bei unterschiedlichen
Hypericinkonzentrationen. Bis zu einer Inkubationskonzentration von 5 yM zeigten sich
keinerlei zellschadlichen Effekte bei einer Inkubationszeit von zwei Stunden.
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Abbildung 26: Zytotoxizitdt (24h). Diese Grafik veranschaulicht exemplarisch fir
Zelllinie U373MG die Messungen zur Zytotoxizitat von Hypericin bei unterschiedlichen
Hypericinkonzentrationen Uber einen Inkubationszeitraum von 24 Stunden. Bis zu einer
Inkubationskonzentration von 5 uM zeigten sich keinerlei zellschadlichen Effekte bei
einer Inkubationszeit von zwei Stunden.

3.3 Intrazellulare Akkumulation von Hypericin

Zur Bestimmung der intrazellularen Akkumulation von Hypericin (sowohl zeit-
als auch konzentrationsabhangig) wurde die humane Glioblastomzellinie
U373 MG anhand der Methode der Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei
diente die =zellulare Fluoreszenz als eine Methode zur Bestimmung der
intrazellularen  Hypericinakkumulation. Die Zellen wurden sowohl in
Abhangigkeit der Konzentration, als auch der Zeit entweder mit aufsteigenden
Hypericinkonzentrationen bis zu 20 pM Uber 2 Stunden oder mit
Hypericinkonzentrationen von jeweils 2.5, 10 oder 20 yM Uber einen Zeitraum
bis zu 24 Stunden inkubiert. Bei jeder Versuchsreihe war die Fraktion der

vitalen Zellen innerhalb jeder Probe durchgehend gréRer als 90%. Die
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Bestimmung der vitalen Zellen wurde von den nicht mehr vitalen Zellen mittels
Farbung der Proben mit Propidiumiodid abgegrenzt und so die Anzahl der
uberlebenden Zellfraktion bestimmt. Fur kurze Inkubationszeiten von
2 Stunden stieg die zellulare Fluoreszenz bis zu Inkubationskonzentrationen um
5 uM an, wohingegen keine weitere Zunahme der zellularen Hypericin-
akkumulation bei hoheren Inkubationskonzentrationen zu beobachten war.
Konzentrationen grofder 5 uM fuhrten somit zur Sattigung im Sinne eines steady
states. Die gemessenen Werte, ebenso wie die berechnete Kurve,

entsprechend Gleichung 1 (siehe unter 2.5.1.1), sind in Abbildung 27
dargestellt.
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Abbildung 27: Konzentrationsabhangige Aufnahmekinetik von Hypericin in U373MG
Glioblastomzellen nach einer Inkubationszeit von 2 h. Die Messung erfolgte mittels
FACS-Analyse mit 25 000 counts. Der Kurvenverlauf ist durch Gleichung 1 dargestellt,
die Einzelpunkt-Auftragung stellt die mittlere Fluoreszenzintensitat tber 25 000 Zellen
dar, welche mittels FACS-Analyse ermittelt wurden.

Nach Inkubation der Zellen der Zelllinie U373 MG mit einer Hypericin-
konzentration von 2.5 uyM zeigte sich ein nahezu linearer Anstieg der zellularen

Fluoreszenz bis zu einer Inkubationszeit von 6 Stunden. Die Ausweitung des
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Inkubationszeitraums bis zu 24 Stunden resultierte in einer weiteren Zunahme
der Anreicherung von Hypericin in der Zelle, mit einer Verdopplung der
Fluoreszenzintensitat. Im Gegensatz hierzu zeigte sich die Kinetik der zellularen
Hypericinakkumulation als signifikant verschieden bei hdheren Konzentrationen
wie etwa 10 und 20 pM Hypericin. Unter beiden Bedingungen erfolgte eine
rasche Aufnahme des Photosensibilisators; die hochste intrazellulare
Anreicherung konnte nach einem Inkubationszeitraum von 2 Stunden
festgestellt werden. In Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen
Ergebnissen waren die Fluoreszenzintensitaten fur beide Hypericin-

konzentrationen nahezu gleich.

Eine Erweiterung des Inkubationszeitraumes bis zu 6 Stunden flhrte zu einer
um circa 20 bis 30% geringeren Fluoreszenz im Vergleich zur maximalen
Fluoreszenz. Eine weitere Reduktion der zellularen Fluoreszenz war bei einem
Inkubationszeitraum von 24 Stunden zu beobachten, wobei die Fluoreszenz-
intensitat ungefahr in derselben Grolenordnung lag wie sie bereits bei einer
Inkubationskonzentration von 2.5 pM erreicht worden war. Die gemessenen
Werte ebenso wie die berechneten Kurven, entsprechend Gleichung 2
(Inkubation mit 2.5 uM Hypericin), sowie Gleichungen 3 und 4 (Inkubation mit
10 uM und 20 yM Hypericin), siehe unter Absatz 2.5.1.2, sind in Abbildung 28
dargestellt.
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Abbildung 28: Intrazellulare Aufnahme von Hypericin in Abhangigkeit der Zeit bei einer
Inkubations-Konzentration von 2.5 uM ( ¥ ), entsprechend Gleichung 2, sowie 20 uM
(1), entsprechend Gleichung 3 und 4. Die Punktauftragung stellt die real mittels
FACS-Analyse gemessenen Fluoreszenzintensitaten (Mittelwert, gemittelt Gber 25 000
Zellen) dar. Der Kurvenverlauf ergibt sich aus den mit Hilfe der Gleichungen 2, 3 und 4
errechneten Werten. Auffallend fir die 20 uM ist hier die rasche Aufnahme der
Substanz fur t < Tpmax sowie der nachfolgende geringfugige Abfall der
Fluoreszenzintensitat bis zum 24-Stunden-Wert.

In Abbildung 29 sind vier beispielhaft ausgewahlte Diagramme einer solchen
konzentrationsabhangigen Aufnahmekinetik der Glioblastomzelllinie U373 MG
zu sehen (0.1, 0.5, 10 uyM sowie eine Kontrollprobe). Die Daten wurden mittels
der Methode der Durchflusszytometrie gewonnen.

Zur Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitat (in willktrlichen Einheiten)
erfolgte die Erstellung eines Histogramms, bei welchem die events der FL-2
(Parameter fur Hypericinaufnahme in Zelle) gegen die Fluoreszenzintensitat (in
willkirlichen Einheiten) aufgetragen wurden. So beschreibt der erste peak die
Hypericinaufnahme bei 585 nm, wohingegen der zweite kleinere peak die

avitalen Zellen (Zugabe von Propidiumiodid) bei 670 nm darstellt.
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Das jeweils oben rechts bzw. links zu sehende kleine Diagramm ist ein
sogenanntes Punktdiagramm. Hierbei wurde das SSC Signal (Granularitat)

gegen FSC (ZellgroRe) aufgetragen.
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Abbildung 29: Histogramme. FACS-Analyse der Glioblastomzelllinie U373 MG. Zu
sehen sind vier beispielhafte Histogramme aus einer Konzentrationsreihe. Das
Histogramm oben links stellt die Inkubation der Zellen mit einer Kontrollprobe dar. Die
anderen Zellen wurden mit 0.1 yM (oben rechts), 0.5 yM (unten links) sowie 10 yM
(unten rechts) Hypericin fir 2 Stunden inkubiert. Die in die Histogramme integrierten
kleineren Diagramme stellen Punktdiagramme dar.

3.4 Zellularer Transportmechanismus

Zur Evaluation des Transportmechanismus von Hypericin in die Zelle wurden
Zellen der Glioblastomzelllinie U373 MG mit 2.5 yM Hypericin fur insgesamt 4
Stunden bei unterschiedlichen Temperaturen (sowohl im Kihlschrank bei 4° C,
als auch im Brutschrank, bei 37° C) inkubiert, wobei die Zellen, die urspriinglich
bei 4° C inkubiert worden waren, unmittelbar nach den ersten 2 Stunden zur
weiteren Inkubation fur 2 Stunden ebenfalls in den Brutschrank umgelagert
wurden.

Somit sollte eine Differenzierung zwischen aktivem, passivem oder aber einem
teils aktiven, teils passiven Transportmechanismus erfolgen. Kriterium fur den
aktiven Transport war die Messung von weniger als 20% fluoreszierenden
vitalen Zellen nach zwei-stindiger Inkubationszeit bei 4° C. Beweisend fur eine
ATP-abhangigen Mechanismus sollte eine erneute Anregung der
Aufnahmeaktivitat nach weiteren 2 Stunden Inkubation unter warmen
Bedingungen und somit gleichzeitig beweisend fur die Vitalitat der Zellen sein.
Im Gegensatz zu den unter warmen Bedingungen inkubierten Zellen war unter
einer Inkubationstemperatur von 4° C fur 2 Stunden kaum eine intrazellulare
Aufnahme von Hypericin messbar. Nach Umlagerung der Zellen in den 37° C
warmen Brutschrank zeigte sich dieses Verhalten innerhalb der zweiten Halfte
der Inkubationszeit jedoch als reversibel und ein rascher Anstieg der zellularen
Fluoreszenz war zu verzeichnen. Nach einem Inkubationsintervall von 4
Stunden zeigte sich eine ahnliche hohe Fluoreszenzintensitat wie sie bei den
uber 4 Stunden bei 37° Celcius inkubierten Kontrollen gemessen worden war.
Diese Messdaten sind in Abbildung 30 ersichtlich. Da der Zellmetabolismus bei
niedrigen Temperaturen stark beeintrachtigt ist, weisen diese Daten eindeutig

darauf hin, dass dem Aufnahmemechanismus von Hypericin in die
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Glioblastomzellen ein aktiver Transport zugrunde liegt wie zum Beispiel eine

rezeptor-vermittelte Endozytose.
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Abbildung 30: Aktiver Aufnahmemechanismus von Hypericin (Durchflusszytometrie).
Darstellung des aktiven Transports von Hypericin in die Glioblastomzellen der Zelllinie
U373 MG. Die gestrichelte Kurve beschreibt den Verlauf der Aufnahme von 2.5 M
Hypericin in die Zelle Uber 4 Stunden ( O ), wohingegen die durchgehende Kurve
zunachst die Kinetik tGber zwei Stunden bei 4° Celcius darstellt ( ® ). Anschliel’end
erfolgte eine weitere Inkubation der Zellen fir 2 Stunden im Brutschrank (37° Celcius).
Ab dem 120-Minuten-Wert ist ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitat zu
beobachten (gestrichelte Linie).

3.5 Phototoxizitat von Hypericin

3.5.1 Phototoxizitat von Hypericin U373 MG, T98G und LN229

In der ersten Versuchsreihe wurde die Phototoxizitat von Hypericin fur alle drei
humane Glioblastomzelllinien U373 MG, LN229 und T98G bei einer nicht-
zytotoxischen  Inkubationskonzentration von 2.5 pyM  Uber einen
Inkubationszeitraum von jeweils 2 Stunden bestimmt. Die Bestrahlung erfolgte
bei einer Wellenlange von 595 nm (5 mW/cm?) mit unterschiedlichen

Energiedichten (0.05 — 0.5 J/cm?). Die Bestrahlung der mit Hypericin inkubierten
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Zellen resultierte in einer Reduktion der Uberlebensrate der Zellen mit IDso-
Werten zwischen 0.15 und 0.22 J/cm? mit signifikantem Unterschied der
Photosensitivitat zwischen den Zelllinien U373 MG und T98G (Tukey-Kramer-
Test, p < 0.05, oneway Analyse des IDso-Wertes in Bezug auf die Zelllinien).
Die berechneten IDsp-Werte sind in Tabelle 10 ersichtlich. Die Exposition der
Zellen mit einer Energiedosis von 0.4 J/cm? resultierte in einem Riickgang der
Zell-Vitalitat von ungefahr einer GréRenordnung; die Uberlebensrate der Zellen
variierte zwischen 9% (U373 MG) und 12 — 13% (LN229 und T98G).

Tabelle 11 stellt eine Ubersicht (iber alle generierten Daten der drei Zelllinien
dar.

Die Abbildungen 31 A bis 31 C veranschaulichen die Phototoxizitat in
Abhangigkeit der Energiedichte bei Bestrahlung.

In Abbildung 32 ist schliellich ein Vergleich der Phototoxizitat zwischen allen

drei Zelllinien dargestellt.

Zelllinie IDso-Wert
[J/cm?]
U373 MG 0.15
LN229 0.19
T98G 0.22

Tabelle 10: Phototoxizitdt von Hypericin bei den humanen Glioblastomzelllinien
U373MG, LN229 und T98G (Inkubation mit 2.5 yM Hypericin Gber 2 Stunden) nach
einer Bestrahlung bei 595 nm (5 mW/cm?).
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Vitale Zellen [% der Kontrolle]
LN229 T98G U373 MG
[J/cm?] | Median MAD Median MAD Median MAD
0,0 100 5,1 100 2,8 100 6,9
0,05 96,2 57 91,9 55 91,1 3,7
0,1 83,9 12,9 86,6 29 67,7 2,6
0,15 65,7 10,3 80,5 7,3 50,3 4.4
0,2 449 59 50,6 8,6 34,6 53
0,25 37,3 11,5 38,8 8,6 19,6 3,4
0,3 28,4 7,3 24,0 5,5 13,9 2,8
0,4 12,5 4.1 12,5 4,6 8,9 49
0,5 54 2,4 7,5 2,6 3,0 2,3

Tabelle 11: Darstellung der Uberlebensrate der humanen Glioblastomzelllinien
U373MG, LN229 und T98G, nach Inkubation mit 2.5 yM Hypericin Gber 2 Stunden und
nachfolgender Bestrahlung bei 595 nm (5mW/cm? ). Die Uberlebensrate wurde in
Prozent zur nicht-bestrahlten inkubierten Kontrolle angegeben.
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Abbildung 31 A: Phototoxizitat, Zellinie LN229.
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Abbildung 31 B: Photoxizitat , Zelllinie T98G
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Abbildung 31 C: Phototoxizitat, Zelllinie U373MG.

Abbildungen 31 A, B und C. Versuche zur Photoxizitat von Hypericin in Abhangigkeit
der Energiedichte. Die Zellen wurde mit 2.5 yM Hypericin Gber 2 Stunden inkubiert und
im Anschluss bei einer Wellenlange von 595 nm (5 mW/cm?) bestrahlt. Gemessen
wurde bei unter-schiedlichen Energiedichten (0.05, 0.1, 1.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4 und 0.5
J/cm?). Die Vitalitat der Zellen wurde photometrisch mittels der Neutral-Rot-Methode
bestimmt (siehe 2.4.1).
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Die Abbildungen 31 A bis 31 C zeigen die Phototoxizitat in Abhangigkeit der
Energiedichte. Die Zelllinien LN229, T98G und U373MG wurden mit
unterschiedlichen Energiedichten (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 Joule/cm? im
Anschluss an eine zweistlndige Inkubationszeit mit 2.5 uM Hypericin bestranhlt.
Die gemessenen Werte sind als Punkte aufgetragen, wohingegen die

dargestellten Kurven die in Formel 5 berechneten Werte reprasentieren.

Vitale Zellen [% der Kontrolle]
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Abbildung 32: Diese Abbildung stellt einen Vergleich aller drei Zelllinien dar: Die
durchgezogene Linie stellt Zelllinie U373MG dar, die Kurve mit den kraftigen Punkten
reprasentiert Zelllinie LN229 und die Linie mit den feinen Punkten beschreibt Zelllinie
T98G. Zelllinie U373MG zeigte sich als signifikant verschieden von Zelllinie T98G
(Tukey-Kramer-Test, p < 0.05).

3.5.2 Phototoxizitat in Abhéangigkeit der Inkubationskonzentration

AnschlieRend wurde der Zusammenhang zwischen der
Inkubationskonzentration von Hypericin  und der photodynamischen
Inaktivierung der Glioblastomzellen detaillierter untersucht. Hierfur wurde die
Phototoxizitat von Hypericin bei den Zelllinien T98G und U373 MG zusatzlich
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fur verschiedene nicht-zytotoxische Inkubationskonzentrationen bei einer
Bestrahlungs-Wellenlange von 595 nm untersucht. Im Falle der Zelllinie T98G
wurden vollstandige Dosis-Wirkungs-Kurven fur Inkubationskonzentrationen
von 0.5, 1.5 and 2.5 uyM Hypericin Uber einen Inkubationszeitraum von jeweils 2
Stunden bei unterschiedlichen Energiedichten von 0.1 bis 1.5 mJ/cm? erstellt.
Hierbei zeigte sich bei abnehmenden Hypericinkonzentrationen ein Anstieg der
der IDs;-Werte von 0.2 Jicm? (2.5 uM) iber 0.34 Jicm? (1.5 uM) bis zu
0.88 J/cm? (0.5 uM). Eine Ubersicht iiber diese Daten ist in Tabelle 12 gegeben,
die Dosis-Wirkungs-Kurven sind in Abbildung 33 aufgetragen.

HYP- IDso-Wert
Konzentration [J/cm?]
[uM]

0.5 0.88

1.5 0.34

2.5 0.20

Tabelle 12: Phototoxizitdt von Hypericin bei der humanen Glioblastomzelllinie T98G
nach Inkubation mit verschiedenen Inkubationskonzentrationen Uber 2 Stunden und
einer Bestrahlung mit 595 nm (10 mW/cm?)
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Abbildung 33: Phototoxizitat bei der Glioblastomzelllinie T98G [ 0.5 uM (), 1.5 UM (o)
und 1.5 yM ( A) ] in Abhangigkeit der Energiedichte bei einer Inkubationszeit von 2
Stunden. Die Bestrahlung erfolgte bei 595 nm und einer Leistungsdichte von 5-10
mW/cm?. Die Vitalitat der Zellen wurde mittels Neuralrot-Assay, 48 Stunden nach
erfolgter Bestrahlung, bestimmt. Die Uberlebensrate der Zellen wurde in Prozent zur
inkubierten, nicht-bestrahlten Kontrolle bestimmt. Jeder Wert reprasentiert den Median
+ MAD mindestens drei verschiedener, unabhangig voneinander durchgefihrter
Experimente mit Vierfach-Bestimmungen.

Hierbei ist zu sehen, dass fur die Konzentrationen 0.5 uM, 1.5 yM und 2.5 yM
ein nahezu linearer Zusammenhang zwischen einer Zellinaktivierung und der
Energiedichte besteht. Im Falle der Zelllinie U373MG wurden die Zellkulturen
mit Hypericin-konzentrationen im Bereich zwischen 0.1 yM and 2.5 yM Uber
einen Zeitraum von jeweils 2 Stunden bei einer konstanten Energiedichte von
0.3 Jicm? inkubiert. Die photodynamische Behandlung der Zellen resultierte bei
Inkubationskonzentrationen von bis zu 1 uM Hypericin in einer schwachen bis
moderaten Inaktivierung der Zellen mit einer Uberlebensrate der Zellen gréRer
75% im Vergleich zur nicht-bestrahlten Kontrolle (100%). Bei
Hypericinkonzentrationen grof3er oder gleich 1.5 pyM zeigte sich hingegen eine
verstarkte Zell-Inaktivierung mit einer Zelliberlebensrate von nur 25%. Dies ist
in Abbildung 34 dargestellt.
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Abbildung 34: Die in dieser Abbildung dargestellte Kurve beschreibt die Phototoxizitat
in Abhangigkeit der Hypericinkonzentration der Zelllinie U373 MG. Bei Inkubations-
konzentrationen zwischen 0.5 pM und 1.5 pM Hypericin ist eine deutliche
Zellinaktivierung zu verzeichnen. Die einzelnen Auftragungspunkte wurden durch den
Median Uber vier voneinander unabhangige Experimente mit Vierfach-Bestimmungen
errechnet. Die zur Y-Achse parallelen Balken (Fehlerindikatoren) stellen den MAD uber
diese 16 Werte dar.

Wie in obiger Abbildung ersichtlich, besteht bei Inkubationskonzentrationen von
0.1 uM bis 0.5 pM eine nur geringe Zellinaktivierung, wohingegen diese im
Berich von 0.5 pM bis 1.5 pM deutlich ansteigt. Noch hohere
Inkubationskonzentrationen steigern die Zellinaktivierung allerdings nur noch

unwesentlich.

3.5.3 Aktionsspektrum

Zur praziseren Bestimmung der optimalen Wellenlange wurden die Zellen der
Glioblastomzelllinie LN229 nach einer 2-stindigen Inkubationszeit mit 2.5 yM
Hypericin mit variierenden Wellenlangen von 575 nm bis 615 nm in

5 nm—Intervallen bestrahlt. Die Energiedosis lag fur jede einzelne Wellenlange
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bei 0.3 J/cm? Fir Wellenlangen im Bereich zwischen 575nm und 590 nm
resultierte hierbei eine schwache bis moderate Zellinaktivierung mit
Uberlebensraten absteigend von 90% (bei 575 nm) bis zu 60% (bei 590 nm).
Eine Bestrahlung bei Wellenlangen von 595 nm und 600 nm ergab eine
betrachtliche photodynamische Schadigung der Zellen mit Uberlebensraten von
nur 20%. Bei hdheren Wellenlangen zeigte sich ein rascher Anstieg der Zell-
Uberlebensrate und war bei Wellenlangen gréRer 610 nm vernachlassigbar. Die
beschriebenen Ergebnisse sind als Aktionsspektrum von Hypericin in Abbildung

35 dargestellt.
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Abbildung 35: Aktionsspektrum von Hypericin. Bestimmung der maximalen
Zellinaktivierung in Abhangigkeit der Wellenlange. Die Zelllinie LN229 wurde fur 2
Stunden mit 2.5 pM Hypericin inkubiert und mit einer konstanten Energiedichte von 0.3
J/icm? bei einer Leistung von 10 mW/cm? bestrahlt. Die Zellvitalitat wurde mittels
photometrischer Messungen (Neutralrot-Assay) 48 Stunden nach PDT bestimmt und in
Prozent zur inkubierten nicht-bestrahlten Kontrolle dargestellt.

3.6 Intrazellulare Lokalisation

Die intrazellulare Lokalisation von Hypericin wurde anhand der drei
Glioblastomzelllinien U373 MG, LN229 und T98G fur nicht-zytotoxische

Hypericinkonzentrationen von 0.5, 1.5 and 2.5 yM bei einer Inkubationszeit von
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2 Stunden mittels zwei verschiedener fluoreszenz-mikroskopischer Techniken
untersucht. Fur alle drei Zelllinien zeigte sich bei der Auflicht-Mikroskopie eine
Hypericinfluoreszenz vorwiegend in der perinuklearen Region (bevorzugt auf
der Nukleus-Seite, welche einige kleine Granula aufwies) sowie innerhalb der
nukledren Membran. Weiterhin konnte eine schwache Fluoreszenz innerhalb
des gesamten Zytoplasmas nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 36
ersichtlich [Abbildung A1 (U373 MG), B1 (T98G) and C1 (LN229)], konnten
keine evidenten Unterschiede zwischen den drei Glioblastomzelllinien bei einer
Inkubationskonzentration von 2.5 uM Hypericin beobachtet werden. Darlber
hinaus blieb das intrazellulare Verteilungsmuster auch bei niedrigeren
Hypericinkonzentrationen praktisch unverandert, obwohl die
Fluoreszenzintensitat mit abnehmenden Hypericinkonzentrationen ebenfalls
zuruckging. Dies ist exemplarisch fur die Zelllinie T98G dargestellt [Schaubild
36, Abbildungen B1 (2.5 uM), B2 (1.5 yuM) and B3 (0.5 uM)]. Deutlich sichtbare
Zellgrenzen wahrend der Mikroskopie deuten auf eine Lokalisation der
Substanz innerhalb der Plasmamembran hin.

Deshalb kam nun die interne totale Reflexionfluoreszenzmikroskopie (TIRFM)
zum Einsatz. Diese mikroskopische Technik ermdglicht eine weitgehend
selektive Anregung von Fluorphoren innerhalb der oder in unmittelbarer
Nachbarschaft zur Plasmamembran, da die Eindringtiefe d(®) des
Anregungslichtes limitiert ist (siehe 2.4.3). Eine Hypericinfluoreszenz konnte fur
alle drei Zelllinien mittels der TIRFM leicht detektiert werden. Dies wird
beispielhaft anhand der Zelllinie LN229 in Abbildung 36 (Abbildungen C2
(d(®) ~ 150 nm bei ® =66°) und C3 (d(®) ~ 80 nm bei ® =70°) demonstriert.
In allen drei Fallen zeigte die lllumination mittels TIRFM ein strukturiertes
Verteilungsmuster mit hochster Fluoreszenzintensitat in derjenigen Region, in
welcher die Plasmamembran sich in unmittelbarer Umgebung zum Glastrager
befand. Bei den Anfarbungen der drei Glioblastomzelllinien mit dem
mitochondrialen Marker Rhodamin 123 (R123) und dem lysosomalen Marker
Acridin-Orange (AO) unterschieden sich die intrazellularen Verteilungsmuster

der Substanzen vollig zur intrazellularen Anreicherung von Hypericin. Somit
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scheint Hypericin  weder in Mitochondrien noch in Lysosomen von

Glioblastomzellen lokalisiert zu sein.

U373MG

Abbildung 36: Fluoreszenzmikroskopische Abbildungen von Glioblastomzellen. Alle 3
Zelllinien wurden mit Hypericin (2.5 mm/2h; Abbildung 1), Rhodamin 123 (1 pM/1h;
Abbildung 2) und Akridin-Orange (1 mM/1h; Abbildung 3) inkubiert, T98G Zellen
wurden mit Hypericinkonzentrationen von 2,5 yM (Abbildung B1), 1.5 yM (Abbildung
B2) und 0.5 yM (Abbildung B3) fur jeweils 2 Stunden inkubiert. Zelllinie LN229 wurde
mit Hypericin (2.5 yuM/2h) inkubiert. Die Darstellung erfolgte mittels Auflicht-Mikroskopie
(Abbildung C1) und mittels TIR-lllumination (® = 66° (Abbildung C2) und ® =70°
(Abbildung C3) mit ® korrespondierend zum Einfallswinkel). Die Fluoreszenz wurde bei
590 nm (Hypericin/Acridin-Orange) oder bei 520 nm (Rhodamin 123) gemessen.
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4. Diskussion

Das Glioblastom stellt unter den Gliomen den Tumor mit dem hochsten
Malignitatsgrad dar [13]. Innerhalb der Gruppe der intrakraniellen Tumoren
bildet es einen Anteil von 15 bis 23%, unter den Astrozytomen sogar von 50%
[185] und ist der haufigste primare Hirntumor beim Erwachsenen [20].

Die chirurgische Intervention, kombiniert mit Radiatio und simultaner
Chemotherapie hat sich in der Behandlung von Gliomen etabliert, stellt
allerdings unter Anbetracht der geringen Uberlebensrate [14] nach wie vor
keine suffiziente Therapie dar. Weiterhin kann die Notwendigkeit einer radikalen
Tumorchirurgie mit Sicherheitsabstand oftmals nicht erfullt werden, da
Glioblastome erstens aufgrund ihres invasiven Wachstums schlecht von
gesundem Hirnparenchym zu differenzieren sind und zweitens die Schadigung
funktioneller Hirnareale ein bedeutendes Risiko darstellt.

Deshalb sind innovative Therapiekonzepte vor allem unter dem Aspekt der
exakten Visualisierung und Tumorlokalisation fur die Optimierung der
Radikalitat der Resektion erforderlich. Aber auch die konservative Therapie wie
die Radiatio bedarf neuer methodischer Ansatze.

Innerhalb dieser beiden Bereiche konnten sich Fluorophore und
Photosensibilisatoren bereits im letzten Jahrzehnt zunehmend etablieren.
Hierbei erwies sich die PDT unter Einsatz der Photosensibilisatoren als ein
vielversprechendes Novum innerhalb der Tumortherapie und wird in den
Fachbereichen der Urologie und Dermatologie bereits klinisch angewendet.
Zudem gewinnt sie in anderen medizinischen Disziplinen wie unter anderem in
der Gastroenterologie [186], der Pulmonologie [187] und der Ophthalmologie
mehr und mehr an Bedeutung [188].

Zusatzlich zu seiner Eigenschaft der Fluoreszenz, bietet der Photosensibilisator
Hypericin aufgrund seiner chemisch-biologischen Eigenschaften das Potential
fur die Anwendung einer hochst effektiven Methode wie der PDT und stellt
somit eine interessante Alternative zu den bisherigen kurativen und palliativen

Therapieverfahren in der Onkologie dar. Dies wurde bereits mehrfach in-vivo
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und in-vitro an diversen malignen Zelllinien und Tumor-Modellen untersucht
[147, 189, 190, 191, 150, 192, 193, 143].

Hypericin weist somit unter Betrachtung seiner unter 1.5 beschriebenen
Eigenschaften groRes Potential in seiner Funktion als Fluoreszenzmarker wie
auch Photosensibilisator auf.

Dies wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels standardisierter
experimenteller Vorgehensweise unter Beweis gestellt. Es wurden optimale
Hypericinkonzentrationen mit minimaler Zytotoxizitdt und maximaler

Phototoxizitat sowie optimale Bestrahlungsparameter fir die PDT ermittelt.

Zytotoxizitat

Vor Durchfuhrung der Experimente zur PDT musste zunachst die Zytotoxizitat
von Hypericin bestimmt werden. DarlUber hinaus war es notwendig, eine
optimale Inkubationskonzentration flir die spater durchzufihrenden
Bestrahlungsexperimente zu ermitteln. Bei den zur Bestimmung der
Zytotoxizitat von Hypericin durchgeflihrten Experimenten (siehe 3.2, Abbildung
25 und 26) zeigten sich bei den konzentrationsabhangigen Versuchsreihen (2-
als auch 24-stindige Inkubationszeit) bis zu einer Inkubationskonzentration von
5 UM Hypericin keinerlei zytotoxische Effekte. Somit erwies sich eine
Inkubationskonzentration von 2.5 uM fur alle weiteren Experimente zur PDT als
sinnvoll, da hierbei keine Zellschadigungen zu erwarten waren.

Weber et al. [194] konnten bei ihren Versuchen mit humanen Epitheloid-
Zervixkarzinom-Zellen (HeLa) und humanen hepatozellularen Karzinomzellen
(Hep 3B) ebenfalls keine Zytotoxizitat  von Hypericin bei
Inkubationskonzentrationen von 0.1-5 pg ml ™' (entspricht 0,2 uM bis zu 10 pM)
feststellen. Auch Uzdensky et al. [195] stellten fest, dass bei ihren Versuchen
mit Adenokarzinom-Zellen (WiDr Zellen), welche mit Hypericinkonzentrationen
von 10 uM inkubiert worden waren, im Dunklen keinerlei zytotoxische Effekte

hervorgerufen werden konnten.
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Intrazellulare Akkumulation

Die intrazellulare Akkumulation von Hypericin wurde fir die Zelllinie U373 MG in
sowohl zeit— als auch konzentrationsabhangigen Versuchsreihen mittels der
Methode der Flowzytometrie bestimmt.

Maximale intrazellulare Hypericinfluoreszenz wurde nach einer Inkubationszeit
von 2 Stunden und bei Inkubationskonzentrationen gréRer 5 uM erreicht (siehe
Abbildung 27). Diese Ergebnisse stimmen mit einer kirzlich durchgefuhrten
Studie am Fluoreszenzmikroskop gut Uberein [11]. Hierbei exhibierten 20
verschiedene Gliomzellen (8 permanente Zelllinien und 12 Primarkulturen)
maximale Fluoreszenz nach 90 bis 120-minutiger Inkubationszeit bei einer
Inkubationskonzentration von 20 pM. Bei vorliegender Arbeit konnten
vergleichbare Fluoreszenzintensitaten nach einer 24-stundigen Inkubationszeit
mit Inkubationskonzentrationen von 2.5 und 20 uyM Hypericin beobachtet
werden.

Jedoch bleibt zu erwahnen, dass sich die Reliabilitat der Fluoreszenz-
messungen verringert, sobald sich das Fluoreszenzquantenfeld des
Chromophors, wie beispielsweise die zellulare Umgebung, andert. In einer
Studie mit murinen Keratinozyten, PAM-212 Zellen, wurde bei Versuchen mit
hoheren Hypericinkonzentrationen von bis zu 50 pM eine intrazellulare
Formation von schwach fluoreszierenden Hypericin-Aggregaten angenommen
[196]. Durch Bildung von Aggregaten kommt es zu einer geringeren
Fluoreszenzquantenausbeute und somit zu einer geringeren Fluoreszenz-
intensitat. Auch Umverteilungsprozesse von Hypericin in hydrophile Raume
konnten erklarend fur eine Reduktion der Fluoreszenzquantenausbeute sein.
Hinsichtlich des Umverteilungsprozesses von Hypericin konnte bislang
aulRerdem nicht klar definiert werden, ob nach seiner initialen Aufnahme in die
Zelle eine Metabolisierung oder Sezernierung der Substanz stattfindet [194].
Wie in Abbildungen 27 und 28 ersichtlich, resultierte eine Inkubation der U373
MG Glioblastomzellen mit einer Hypericinkonzentration von nur 2.5 pM in einem
nahezu linearen Anstieg der intrazellularen Hypericinfluoreszenz bei
Inkubationszeiten von bis zu 4 Stunden. Diese Daten sind wiederum aquivalent

zu Ergebnissen friherer Untersuchungen mit anderen Zelllinien [171,197].
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Zellularer Transportmeachnismus

Aufgrund widersprichlicher Ergebnisse verschiedenster Studien bezliglich des
zellularen Aufnahmemechanismus von Hypericin in die Zelle, wurde diese
Problematik im Rahmen dieser Arbeit systematisch untersucht. Nach
zweistundiger Inkubationszeit der Glioblastomzellen U373 MG bei 4° C war
keinerlei zellulare Akkumulation der Substanz zu beobachten (siehe Abbildung
30).

Da der zellulare Metabolismus bei einer Temperatur von 4° C weitestgehend
inhibiert wird, implizieren diese Daten eindeutig, dass die Aufnahme des Stoffes
ins Zellinnere Uber einen energieabhangigen Transportmechanismus erfolgt.
Sie findet somit wahrscheinlich Uber eine rezeptorvermittelte Endo- oder
Pinozytose statt und nicht mittels einer passiven Diffusion. Uzdensky et al. [195]
fanden in 2001 kontrar hierzu allerdings keinen relevanten Unterschied im
Anfarbeverhalten sogenannter WiDr Zellen (humane Kolonkarzinom-Zelllinie)
beim Vergleich der Fluoreszenz-Bilder im Anschluss an eine einstindige
Inkubationszeit bei 4° C und bei Raumtemperatur. Die oben genannte
Arbeitsgruppe schlussfolgerte demnach, dass Hypericin die Zellen vornehmlich
durch Diffusion penetriert. Der Aufnahmemechanismus von Hypericin in Zellen
unterschiedlicher Herkunft mag zwar variieren, dennoch sollte darauf
hingewiesen werden, dass eine Inhibition des energetischen Metabolismus der
Zelle schon frihzeitig vor Inkubation der Proben offensichtlich von grosser
Relevanz ist. Dies kann jedoch wie bereits unter 2.3.4 beschrieben
beispielsweise durch ein Vorkihlen sowohl der Zellproben als auch des
Inkubationsmediums erfolgen.

Andererseits korreliert unsere Beobachtung eines aktiven Aufnahme-
mechanismus von Hypericin in die Zelle mit den bei Untersuchungen von Caco-
2-Zell-Monolayern gewonnenen Daten. Dies ist ein Modellsystem zur
Untersuchung der intestinalen Absorption. Der transzellulare Transport von
Hypericin bei 4° C war hierbei wesentlich geringer (6.5% +/- 0.8 %) als bei einer
Temperatur von 37° C (12.7% +/- 2.6%). Gleichzeitig ergaben Untersuchungen
zum Bindungsverhalten von Hypericin an diesen Zellen eine relative niedrige
Affinitatskonstante (0.1 mM).
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In Zusammenschau ist in Anbetracht dieser unter serumfreien Bedingungen fur
Caco-2-Zellen gewonnen Daten anzunehmen, dass Hypericin aktiv in die Zellen
aufgenommen wird und zwar nach nicht-spezifischer Bindung an
Membranlipide [198].

Aulerdem liel3 sich zeigen, dass eine Veranderung verschiedener Schritte der
Endozytose und des Membranzyklus im Sinne einer Inhibierung eine
intrazellulare Anderung der Lokalisation von Hypericin zur Folge hatte [194].
Weber et al beschrieben, wie bereits erwahnt und mit unseren Ergebnissen
Ubereinstimmend, eine Assoziation von Hypericin mit der zytoplasmatischen
Membran und im Verlauf eine vornehmliche Anreicherung innerhalb der Region
der intrazellularen Membran wie beispielsweise im Golgi-Apparat sowie im
endoplasmatischen Retikulum. Durch eine effektive Blockade der Endozytose
und des Membranzyklus  veranderten sich konsektutiv  diese
Anreicherungsprozesse. Dies lasst rlckschlielen, dass energieabhangige
Prozesse bei der intrazellularen Aufnahme und Distribution von Hypericin
innerhalb der lebenden Zelle involviert sind.

Aufgrund der Hydrophobie von Hypericin sind fir den Transport der Substanz in
die Zelle sogenannte Serumproteine notwendig; ersatzweise waren
Losungsstoffe wie beispielsweise Cyclodextrine oder Liposomen unter
serumfreien Bedingungen essentiell [198]. Abschlieend ist zu erwahnen, dass
die intrazellulare Akkumulation von Hypericin entscheidend von der
Komposition des Mediums beeinflusst wird [150, 198, 199], weshalb eine

Vergleichbarkeit der Resultate individueller Studien nur bedingt moglich ist.

Phototoxizitat

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten erwies sich
Hypericin fur alle drei Zelllinien als eine effektive photoaktive Substanz bei
gleichzeitiger nur geringfugiger Zytotoxizitat (Dunkeltoxizitat).

So resultierte die Bestrahlung der Uber 2 Stunden mit 2.5 pyM Hypericin
inkubierten Zellen bei einer Wellenlange von 595 nm mit geringsten
Energiedosen von 0.15 bis 0.20 J/cm?® bereits in einer Reduktion der

uberlebenden Zellzahl auf 50% (IDso-Werte). Nach erfolgter Exposition der
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Zellen mit einer Energiedichte von 0.4 J/cm? verringerte sich die Anzahl der
uberlebenden Zellen im Vergleich zu den nicht-bestrahlten Kontrollen auf
ungefahr 10%.

Diese Resultate stimmen weitestgehend mit denjenigen fur andere Zelllinien
(wie Nasopharyngeal-Karzinom-, Kolon-Karzinom- sowie Blasen-
Karzinomzellen) beobachtenen Untersuchungs-Ergebnissen Uberein [197, 189,
195].

Das transitionale Zell-Karzinom der Blase, AY-27, wurde mit
Hypericinkonzentrationen von 0.05 pM bis 10 uM Uber 2 Stunden inkubiert und
unter ahnlichen wie fir diese Arbeit angewandten Bedingungen (Wellenlange
von 595 nm) bestrahlt. Die Autoren ermittelten eine Konzentration von ungefahr
2.5 uM Hypericin, welche notwendig war, um eine 50%ige Reduktion der
Anzahl der Uberlebenden Zellen (ICso-Wert) zu erzielen. Die Zellen wurden mit
einer Energiedichte von 0.45 J/cm? bestrahlt [200].

Wie bereits vorab erwahnt, verglichen Ali et al. [197] die Hypericin-Sensitivitat
vier verschiedener Zelllinien miteinander. Hierbei konnte die Uberlebensrate der
Zellen ebenfalls auf 50% bei Inkubationskonzentrationen von 1.25 uM und 2.5
MM, einer Inkubationszeit von 5 Stunden und Lichtexposition von 0.4 J/cm?

verringert werden [197].

Aktionsspektrum

Neben der Ermittlung einer moglichst geringen Energiedichte zur Inaktivierung
der Tumorzellen, galt es im Rahmen dieser Arbeit die optimale Wellenlange fur
eine PDT mit Hypericin systematisch zu ermitteln. Wie in Abbildung 35
beispielhaft fur die Zelllinie LN229 dargestellt, kdnnte eine effektive
photodynamische Zellinaktivierung auch bei einer geringfigig hoheren
Wellenlange als 595 nm erzielt werden. In Anbetracht des Versuchsprotokolls
dieser Arbeit wird ersichtlich, dass bei Bestrahlungsparametern von
Wellenlangen im Bereich von 595 nm bis 615 nm (in Abstadnden von 5 nm) eine
Wellenlange von 600 nm optimal fir eine PDT mit Hypericin ist.

Dieses Resultat stimmt weitestgehend mit den Ergebnissen fruher

durchgefuhrter Studien Uberein. Hierbei handelt es sich um Versuche mit
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humanen ftransitionalen Zellkarzinomen der Linie RT-112, welche mit
unterschiedlichen Wellenlangen von 592, 595 and 598 nm bestrahlt worden
waren. Dies fuhrte im Gegensatz zu den oben beschriebenen Resultaten zu
dem Ergebnis einer nahezu identischen Zelliberlebensrate [201].
Erwahnenswert ist allerdings, dass die Uberlebensfraktionen der RT-112 sich
hierbei mit weit unter 10% als sehr niedrig erwiesen. Eine solche
Zellinaktivierung auf unter 10% stellt die Reliabilitat von Daten, welche mittels
eines optischen Verfahrens generiert werden, bezlglich des Zelluberlebens
grundsétzlich in Frage, da eine genauere Differenzierung der Uberlebensrate
unter 10% mittels eines solchen Verfahrens kaum maoglich ist.

AulBerdem konnte bei in-vivo durchgefuhrten Experimenten bereits gezeigt
werden, dass sich eine Anwendung der PDT mit Hypericin (subkutane
Applikation bei C26 Kolon-Karzinom-Zellen) bei einer Wellenlange von 590 nm
effektiver erwies, als bei einer Wellenlange von nur 550 nm, was sich wiederum
mit den im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten deckt. Dies lasst sich auf
eine starker ausgepragte, tiefer gehende Tumornekrose zurickfuhren. Blank et
al. wiesen somit bei einer Wellenlange von 595 nm und applizierter
Energiedosis von 120 J/cm? eine Tumornekrose von 9,9 +/- 0.8 mm mm
Eindringtiefe nach.

Diese ist allerdings nicht ausschlieRlich auf eine verstarkte Eindringtiefe von
gelbem Licht gegentber grinem Licht erklarbar, sondern wird auch durch
andere Mechanismen wie beispielsweise durch vaskulare Effekte beeinflusst
[189].

Bei den zur Zytotoxizitat von Hypericin durchgeflihrten Experimenten scheint
die Linie U373 MG innerhalb der Gruppe der Glioblastomzelllinien eine etwas
hdéhere Hypericin-Sensitivitat gegenlber den zwei anderen untersuchten
Zelllinien LN229 und T98G aufzuweisen.

Dem konnte eine gesteigerte Aufnahme von Hypericin in die Zelle zugrunde
liegen, oder aber auch eine verstarkte Sensitivitat dieser Zelllinie gegenuber
oxidativem Stress.

Dies ist insofern interessant, als auch eine erhohte Sensitivitat der Zelllinie

U373 MG im Rahmen der Bestrahlungsexyperimente gezeigt werden konnte.
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Diese Beobachtung bestatigt einen Zusammenhang zwischen
photodynamischen Effekt und intrazellularer Anreicherung der
photosensibilisierenden Substanz.

Somit variierte der photodynamische Effekt der Substanz Hypericin von Zelllinie
zu Zelllinie (siehe Abbildung 32) mit einer erhdhten Sensitivitat der Zelllinie
U373 MG gegenuber der PDT. Hierbei zeigte sich diese als signifikant
verschieden zur Zelllinie T98G.

Diese Beobachtungen stimmen mit einer im Jahre 1997 publizierten Arbeit
uberein, welche ebenfalls zeigte, dass dieser photodynamische Effekt in
direkter Beziehung zur intrazellularen Akkumulation des Photosensibilisators
steht [171].

Phototoxizitat in Abhangigkeit der Energiedichte

Bei einem weiteren Experiment zur PDT zeigte sich eine verstarkte Zell-
Inaktivierung bei Hypericinkonzentrationen groRer oder gleich 1.5 yM mit einer
Zelluberlebensrate von nur 25%. Hierbei waren die Zellen der Linie U373 MG
mit unterschiedlichen Hypericinkonzentrationen (0.1 uyM bis 2.5 yM) inkubiert
und anschliellend konstant mit einer Energiedichte von 0.3 J/cm? bestrahlt
worden waren. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass zwischen der
photodynamischen Effektivitat von Hypericin und seiner Inkubations-

konzentrationen kein einfacher Zusammenhang besteht (Abbildung 34).

Intrazelluléare Lokalisation

Zum genaueren Verstandnis intrazellularer Prozesse im Rahmen der PDT war
es notwendig, fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur intrazellularen
Lokalisation von Hypericin durchzuftihren.

Nach Anfarbung und Inkubation der Glioblastomzellen mit den Zellorganellen-
Markern Akridin-Orange (lysosomal) und Rhodamin 123 (mitochondrial)
einerseits und  Hypericin  andererseits wurde  zunachst mittels
Auflichtmikroskopie das Farbeverhalten der Zellen bei diesen drei Substanzen
verglichen (siehe 2.3.5, 3.6).
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Beim Vergleich der Fluoreszenzeigenschaften von Hypericin mit jenen der zwei
Marker fur Zellorganellen, Acridinorange und Rhodamin 123, stellte sich dabei
heraus, dass weder Mitochondrien noch Lysosomen die primare Lokalisation
der Photosensibilisators sind. Die intrazellulare Verteilung von Hypericin erwies
sich fur alle drei Glioblastomzelllinien als ahnlich und als nicht von der
Inkubationskonzentration des Stoffes abhangig. Eine Fluoreszenz des
Photosensibilisators zeigte sich vornehmlich perinuklear sowie innerhalb der
nuklearen Membran. Dies war so auch bereits von Sattler et al. [198] sowie
Weber et al. beschrieben worden [194]. In Ubereinstimmung mit zuvor
durchgefuihrten Studien [194, 197, 202, 191] kann somit vermutet werden, dass
sich Hypericin vornehmlich innerhalb der Membran des endoplasmatischen
Retikulums sowie im Golgi-Komplx anreichert. Jedoch sollte ebenso erwahnt
werden, dass fir andere Zelllinien die Akumulation von Hypericin in
Mitochondrien und Lysosomen beobachtet worden war [197, 199].

Da wahrend der mikroskopischen Untersuchungen die Zellgrenzen fur alle drei
Zelllinien deutlich sichtbar waren, war anzunehmen, dass Hypericin ebenfalls in
der Plasmamembran der Glioblastomzellen lokalisiert war. Dies konnte in
anschlieBenden Versuchen mittels der Methode der TIRFM bewiesen werden.
Im Hinblick auf die Lokalisation von Hypericin innerhalb der Plasmamembran
wurden ebenso widerspruchliche Ergebnisse in verschiedenen Untersuchungen
publiziert [195, 198]. Zur detaillierteren Untersuchung dieser Kontroversitaten
wurde in der vorliegenden Arbeit die Methode der TIRFM eingesetzt. Die
Exzitation des Fluorophors erfolgt hierbei durch ein evaneszentes Feld mit einer
Eindringtiefe von ungefahr 100 nm, vornehmlich abhangig vom Einfallswinkel.
Bei dieser Technik handelt es sich somit um eine einzigartige Form der
Mikroskopie, insbesondere vor dem Hintergrund seiner axialen Auflésung in
unmittelbarer Umgebung zur Grenzflache des Zellsubstrats. Unter Anwendung
dieser Technik konnte im Rahmen der durchgefuhrten Versuche eine
Hypericinfluoreszenz sogar unter Penetrationstiefen von 100 nm detektiert
werden. Hierbei ist die Verteilung intrazellularer Fluorophore fast unerheblich.
Somit ist die Hypericinlokalisation innerhalb der und/oder in nachster

Umgebung der Plasmamembran fur alle drei Zelllinien bewiesen.
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Die bei vorliegender Arbeit mittels der Methode der Fluoreszenzmikroskopie
gewonnenen Erkenntnisse lassen nunmehr postulieren, dass sich Hypericin
weder in den Lysosomen, noch in den Mitochondrien, jedoch in der
Plasmamembran der Glioblastomzellen anreichert.

Wie bereits erwahnt, sind flur den intrazelluldaren Transport von Hypericin
Serumproteine notwendig [202]. Hypericin ist vornehmlich an low-density-
Proteine (LDL) gebunden. Kleinere Anteile konnten mit high-densitiy-Proteinen
(HDL) oder very low-density-proteins durch Ultrazentrifugation [191] sowie
Spektroskopie assoziiert werden [191, 203]. Die Bindung von Hypericin an HDL
konnte somit darauf hinweisen, dass ein moglicher Aufnahmemechanismus von
Hypericin in die Zelle die rezeptor-vermittelte Endozytose sein konnte. Dies
konnte zuvor schon von Dougherty et al. fur Photosensbilisatoren der
Porphyringruppe gezeigt werden [204]. Diese weisen bei Kdrpertemperatur
eine Affinitat zu low-density-Lipoproteinen (LDL) auf. Diese Assoziation
zwischen Photosensibilisator und Lipoprotein, so Soncin et al. [205] kdnnte in
einer selektiven Abgabe der Substanz in Tumorzellen resultieren, da viele
verschiedene Tumorzellen eine grof3e Anzahl an LDL-Rezeptoren exprimieren.
Letztere vermitteln schlieBlich die Internalisation des an das Protein
gebundenen Photosensbilisator mittels Endoyztose [205].

Diese Hypothese konnte inbesondere fur Glioblastomzellen von besonderer
Relevanz sein, da diese eine sehr groRe Anzahl von LDL-Rezeptoren (mehrere
Hundert bis Tausend pro Einzel-Zelle) aufweisen.

Nach zellularer Aufnahme uber LDL-Rezeptor-vermittelte Endozytose erfolgt
eine direkte Weiterleitung an das lysosomale Kompartiment fur den Ablauf
weiterer Prozesse [206]. Allerdings brachten die experimentellen
Untersuchungen zur Fluoreszenzmikroskopie bei vorliegender Arbeit wiederum
zum Vorschein, dass Lysosomen, wie in Abbildung 36 ersichtlich, nicht der
primare Lokalisationsort von Hypericin in Glioblastomzellen nach zweistundiger
Inkubation zu sein scheinen.

Aufgrund einer nur sehr kurzen Uberlebenszeit ist die Diffusionslange von
Singulett-Sauerstoff auf ein paar Dutzend Nanometer innerhalb der zellularen

Umgebung begrenzt [207]. Deshalb ist die unmittelbare Nachbarschaft des
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Lokalisationsortes der Substanz und der Schadigungsort Voraussetzung fur
eine PDT.

Obwohl wie bereits beschrieben fur alle drei untersuchten Glioblastomzelllinien
keine Akkumulation innerhalb von Mitochondrien gefunden worden war, gibt es
hierzu genugend Hinweise innerhalb der Literatur, dass Mitochondrien bei der
Anwendung der PDT den primaren Schadigunsort darstellen [197, 208, 209,
210]. Somit scheint eine aulerst geringe Menge an Hypericin bereits
ausreichend zu sein, um eine suffiziente licht-induzierte Zellschadigung auf
mitochondrialer Ebene hervorzurufen, welche schliellich zum apoptotischen
Zelltod fuhrt. Dies wurde, wie kirzlich von Agostinis et al. [211] veroffentlicht,
bereits fur eine Vielzahl von Zelllinien, einschliel3lich der Glioblastomzellen,
untersucht.

Wie jedoch aktuell mit der Methode der TIRFM im Rahmen der vorliegender
Arbeit demonstriert, induziert die Lokalisation von Hypericin in der Zellmembran
wahrscheinlich die Schadigung einzelner Membrankomponenten [212, 213] und
daraus resultierend einen nekrotischen Zelltod.

Schlief3lich wurde bewiesen, dass das Verhaltnis von durch einer
photodynamischen Therapie mittels Hypericin induziertem apoptotischen und
nekrotischen Zelltod sowohl von der applizerten Dosis der Substanz und der
Lichtdosis als auch vielleicht von der genetischen Herkunft der Zelle an sich
abhangt [211].

Schluf3folgerung

Abschlie®end ist zu sagen, dass mit vorliegender Arbeit bewiesen werden
konnte, dass Glioblastomzellen effektiv unter Anwendung der PDT mittels
Hypericin inaktiviert werden kdnnen. Dies gilt bereits fur kurze Inkubationszeiten
(2 h) und einer Exposition mit nur geringen Lichtdosen. Aufgrund seiner
Lipophilie scheint sich Hypericin vorzugsweise innerhalb zellularen Membranen,
einschlieBlich der Plasmamembran, anzureichern. Zusatzlich zu seiner
geringfligigen Zytotoxizitdt (Dunkeltoxizitat) weist Hypericin verschiedene
biologische Eigenschaften wie die Inhibition von Zellproliferation und

Signaltransduktion [214, 215] auf, was wiederum von zusatzlichem Vorteil fur
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die Behandlung maligner Gliome sein konnte. Diese in vitro gewonnenen
Ergebnisse sind ermutigend und wegweisend flir den Einsatz der
photodynamischen Therapie mit dem Photosensibilisator Hypericin und
rechtfertigen eine weitere Evaluation dieser Therapieform von malignen

Gliomen im Rahmen von Tierexperimenten.

108



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Gliome imponieren morphologisch durch ausgepragte Heterogenitat und
wachsen diffus infiltrierend. Bei einer mittleren Uberlebenszeit von weniger als
einem halben Jahr (4,9 Monate) ist die Prognose erschreckend. Die bisher
therapeutisch etablierten und applizierten Methoden wie die radikale Resektion
sowie adjuvante Radiatio und simultane Chemotherapie verbessern diese nur
unerheblich.

Gerade in Anbetracht des diffus-infiltrierenden Wachstums dieser Tumorentitat
ist eine exakte nicht nur praoperative, sondern vor allem intraoperative
Tumoridentifizierung und -lokalisation erforderlich, um die initial notwendige
Radikalitat des chirurgischen Eingriffs umsetzen zu kénnen. Weiterhin sind
suffizientere und effektivere adjuvante Therapieformen nicht nur zur
Verlangerung der Uberlebenszeit, sondern auch fiir eine humane palliative
Verbesserung der Lebensqualitat gefragt.

Die photodynamische Therapie ist ein Verfahren in der Tumortherapie, welches
mittels der Kombination aus Licht, einem Photosensibilisator und Sauerstoff
Tumorgewebe selektiv zu schadigen vermag und eine vielversprechende
Erweiterung der Therapie der konventionellen Radiatio darstellt.

Die Substanz Hypericin weist vielerlei chemische und biologische
Eigenschaften auf und gewann in den letzten Jahren im Bereich der
onkologischen Forschung, Diagnostik und Therapie mehr und mehr an
Bedeutungen. In vielen Fachbereichen wie beispielsweise der Dermatologie,
und Urologie hat sich das Fluorophor in ersten klinischen Studien bereits als
erfolgversprechend erwiesen.

Hinsichtlich seines Einsatzgebietes in der Neuroonkologie wurde gerade im
letzten Jahrzehnt neues Forschungsterrain von grofter Brisanz erschlossen.
Klinische Studien hierzu wurden bereits durchgeflhrt.

Die Substanz Hypericin bietet nicht nur Potential als Fluoreszenzmarker,
sondern auch als Photosensibilisator. Diese Eigenschaften sind optimal fir eine
intraoperative wie auch adjuvante photodynamische Anwendung von Hypericin

bei malignen Gliomen, insbesondere hinsichtlich der erwahnten Problematik
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des invasiven Wachstums dieser Tumorspezies und deren konsekutiver
schlechter Prognose.

Diese These konnte im Rahmen dieser Arbeit mittels einer standardisierten in-
vitro-Charakterisierung von Hypericin unter Anwendung quantitativer (FACS)
und qualitativer Messverfahren (Fluoreszenzmikroskopie) bestatigt werden.
Fokus vorliegender Arbeit war allerdings nicht nur die Eignung der Substanz flr
die PDT von Gliomen, sondern damit verbunden auch das genauere
Verstandnis ihres zellularen Aufnahmemechanismus. Es wurden somit als
quantitative Parameter Zytotoxizitat, Phototoxizitat sowie die intrazellulare
Akkumulation und Lokalisation von Hypericin systematisch ermittelt. Nach
Bestimmung der optimalen Bestrahlungs-Wellenlange wurde die Phototoxizitat
in Abhangigkeit von der Wellenlange und der Energiedichte evaluiert.
Fluoreszenzmikroskopische und -spektroskopische Untersuchungen
ermoglichten es daruber hinaus, qualitative Aussagen uUber die intrazellulare
Lokalisation und die mikrozellulare Umgebung des Photosensibilisators zu

treffen.

Zytotoxizitat

Bei der Evaluation der optimalen Inkubationskonzentration fur alle weiteren
Experimente erwiesen sich 2.5 yM Hypericin unter dem Aspekt einer geringen
Zytotoxizitat am optimalsten.

Die zytotoxischen Effekte von Hypericin erwiesen sich namlich bei allen im
Rahmen dieser Fragestellung durchgefuhrten Experimente als ausserst gering
und waren allenfalls bei ansteigenden Inkubationskonzentrationen (> 5 puM)
oder langeren Inkubationszeiten (24 Stunden) zu beobachten.

Die Zellvitalitat betrug hierbei jedoch flr samtliche Versuche und alle Zelllinien
nie weniger als 87,5% fur eine maximale Inkubationskonzentration mit 10 yM

Hypericin.
Intrazellulare Akkumulation

Versuche zur intrazellularen Akkumulation von Hypericin ergaben eine optimale

Inkubationzeit von 2 Stunden fur alle weiterfUhrenden Experimente. Bei diesen
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experimentellen Untersuchungen zeigte sich ein Anstieg der zellularen
Fluoreszenz bis zu einer Inkubationskonzentration von 5 M.
Inkubationskonzentrationen groRer 5 uM resultierten in einem steady state. Bis
zu einer Inkubationszeit von 6 Stunden war ein nahezu linearer Anstieg der
Fluoreszenzintensitat  zu verzeichnen, wohingegen bei hdheren
Konzentrationen eine rasche Aufnahme der Substanz bis zu 2 Stunden und
anschliellend eine Sattigung zu verzeichnen war. AulRerdem flhrte eine
Verlangerung der Inkubationszeit bis zu 6 Stunden zu einer deutlich
verringerten Hypericinfluoreszenz im Vergleich.

Somit erwiesen sich eine Hypericinkonzentration von 2.5 yM und eine
Inkubationszeit von 2 Stunden als optimale Parameter fur die im Anschluss

erfolgten Experimente zur Phototoxizitat.

Zellularer Transportmechanismus

In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass es sich beim
Transportmechanismus von  Hypericin  unter Anbetracht der zum
Zellmetabolismus durchgeflhrten Versuche um einen energieabhangigen und
somit aktiven Transport handelt. Hierbei ist anzunehmen, dass dieser Uber eine

rezeptorvermittelte Pino- oder Endozytose erfolgt.

Phototoxizitat und Aktionsspektrum

Hypericin zeigte zusatzlich zu seiner Eigenschaft der minimalen Zytotoxizitat
aulRerdem das Potential einer maximal phototoxischen Substanz und ist also fur
eine PDT von zweifachem Vorteil.

Ein selbst generiertes Aktionsspektrum ergab eine optimale Wellenlange von
595 nm flr alle weiteren Versuche zur Phototoxizitat von Hypericin.

Eine Reduktion der Zellzahl um 50% wurde bereits bei geringen Energiedichten
zwischen 0.15 und 0.20 J/cm? und dies bei einer Inkubationskonzentration von
nur 2.5 uM erreicht.

Bei den Untersuchungen zur Zytotoxizitat hatte sich bereits eine erhohte
Sensitivitat der Zelllinie U373 MG im Vergleich zu den anderen beiden Zellinien

(LN 229 und T98G) gezeigt. Auch bei den Experimenten zur Photoxizitat erwies

111



Zusammenfassung

sich diese Zelllinie erneut als sensitiver. Schlussfolgerung dieser
Beobachtungen ist demnach das Vorliegen eines Zusammenhanges zwischen

intrazellularer Akkummulation und photodynamischem Effekt.

Intrazelluléare Lokalisation

Die qualitative Bestimmung der intrazellularen Lokalisation von Hypericin
zeigte, dass sich die Substanz massgeblich in der perinuklearen Region und
der Nukleusmembran akkumuliert. Weiterhin konnte mittels der innovativen
Methode der TIRFM bewiesen werden, dass sich Hypericin aufgrund seiner
Lipophilie ebenfalls in der Plasmamembran anreichert. Eine Lokalisation von
Hypericin in Mitochondrien und/oder Lysosomen konnte im Rahmen dieser

Arbeit ausgeschlossen werden.

Schluf¥folgerung

Unter Zusammenschau aller durchgefuhrten Experimente kann subsummiert
werden, dass Hypericin einen geeigneten, minimal zytotoxischen und maximal
phototoxischen Photosensibilisator fur eine effektive PDT bei malignen Gliomen
darstellt. Mit dieser Arbeit konnten somit neue wissenschaftlich interessante
Erkenntnisse fur eine weiterfuhrende in-vivo-Evaluation im Rahmen von

Tierexperimenten gewonnen werden.
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6.5 Lebenslauf

Personliche Daten

Schulischer Werdegang

1987-1991

1991-2000

Sonstiger Werdegang

2000-2001

Studium

April 2001

Marz 2003

Feb 2004 - Marz 2007

Feb 2006 — Jan 2007

Nov 2007

Seit Marz 2008

Hannah Teresa Wein
geb. am 18. Juni 1981 in Ulm an der Donau

Vater Arnulf Wein
geb. am 10. November 1946, Sonderschullehrer

Mutter Ingrid Maria Wein, geb. Vollmeyer
geb. am 31. Marz 1950, Sonderschullehrerin

Bruder Moritz Johannes Wein
geb. am 23. Juni 1984, gestorb. am 22. Febr. 1985

Grundschule in SifRRen

Gymnasium in Donzdorf
Abschluss der allgemeinen Hochschulreife

Praktikum bei der NWZ Gd6ppingen
Praktikum in der Pressestelle der Allianz
Pflegepraktikum in der Helfensteinklinik Geislingen

Beginn des Medizinstudiums an der
Eberhard Karls Universitat Tubingen

Arztliche Vorpriifung in Tibingen

Dissertation in der Klinik fur Neurochirurgie
am Universitatsklinikum Tubingen

Praktisches Jahr in Tubingen (Wahlfach Neurologie),
Australien (Innere Medizin) und Sudafrika (Chirurgie)

Staatsexamen in Tubingen

Assistenzarztin in der Fachabteilung fur Neurologie
am Marienhospital Stuttgart
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