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Einleitung

1. Einleitung

Die Photodynamische Diagnose (PDD) ist ein Verfahren, bei dem Tumore
durch vermehrte Anreicherung fluoreszierender Stoffe unter Lichteinwirkung
sichtbar gemacht werden. Insbesondere liegt die Hoffnung der PDD darin,
Tumorfrihstadien zu identifizieren, die wegen ihrer geringen Ausdehnung oder
ihrer morphologischen Unaufféalligkeit durch die Untersuchung mit blof3em Auge

nicht nachweisbar sind.

Die Photodynamische Therapie (PDT) beruht auf einer komplexen
Wechselwirkung zwischen eingestrahltem Licht, Photosensibilisator und
molekularem Sauerstoff. Sie kdnnte im optimalen Fall zu einer selektiven
Zerstorung von Tumoren unter weitgehender Schonung des umgebenden

gesunden Gewebes eingesetzt werden.

Der in klinischen Studien zum Bronchialkarzinom bisher hauptsachlich
verwendete Photosensibilisator Photofrin 1I® zeigte eine gute tumorselektive
Anreicherung, fuhrte aber wegen seiner extrem langen Halbwertszeit und seiner

Akkumulation in der Haut zu einer Photosensibilisierung ftr 6 — 8 Wochen.

Deshalb gab es in der Vergangenheit intensive Anstrengungen, neue
Medikamente zu entwickeln. Vielversprechend erscheint der Einsatz der
natirlich vorkommenden Substanz 5-Aminolavulinsaure (5-ALA), die in
bestimmten Zellen zu einer Akkumulation von endogenem, photoaktivem
Protoporphyrin IX (PPIX) fuhrt (Kennedy und Pottier, 1992).

Der Behandlungserfolg von Patienten mit Lungenkarzinomen hangt
hauptséachlich vom Tumorstadium bei der Erstdiagnose ab. Die inhalative
Anwendung der 5-ALA zur PDD in einer klinischen Pilot-Studie mit 7
Patientinnen (Baumgartner et al., 1996) zeigt keine Nebenwirkungen und ergab

eine hohe Sensitivitdt der Methode.
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Fur die Weiterentwicklung und Optimierung dieser diagnostischen Methode sind
weitere Untersuchungen zur 5-ALA induzierten PPIX-Akkumulation in
respiratorischem Epithel erforderlich.

Das Ziel dieser Arbeit war es, an dreidimensionalen Zellkulturen des humanen
Bronchialepithels die Kinetik von 5-ALA-induzierter PPIX-Fluoreszenz nach

unterschiedlich langer Exposition zu untersuchen.

Die Kenntnis der PPIX-Kinetik in Normalgewebe ist eine wichtige

Voraussetzung fur die Durchfiihrung der PDD und der PDT von Neoplasien.

1.1. Geschichtlicher Ruckblick

Erste wissenschaftliche Untersuchungen zur Wirkung von Photosensibilisatoren

stammen vom Beginn des 20. Jahrhunderts (Raab, 1900; v. Tappeiner, 1900).

Die Ara der PDD und der PDT begann 1960 (Lipson und Baldes, 1960;
Schwartz et al, 1955) mit ersten Kklinischen Untersuchungen zur
Tumorlokalisation  durch  Hamatoporphyrin  und der nachfolgenden
synthetischen Herstellung von Hamatoporphyrin-Derivaten (HPD). HPD enthalt
verschiedene Porphyrine und wurde in den folgenden Jahren als
Fluoreszenzmarker in der Diagnostik von Neoplasien eingesetzt (Lipson et al.,
1967; Gregorie et al.,1968).

In den 70er Jahren kam es mit der Entwicklung von Lichtleitern und Lasern zu
weiteren intensiven Forschungsaktivitaten im Bereich der PDD und PDT
(Diamond et al., 1972; Kelly und Snell, 1976). Seit 1993 ist Photofrin I1®, eine
homogenere und gereinigte Form des HPD, bestehend aus einer Mischung
nicht-metallischer Porphyrinringe, in den Niederlanden, Kanada, Frankreich,
Deutschland, Japan wund den USA fir Tumore der Lunge, des
Gastrointestinaltraktes und des Genitaltraktes als Medikament zugelassen
(Dougherty et al., 1998).



Einleitung

Ein wesentlicher Nachteil von HPD und Photofrin 11® besteht in ihrer langen
Halbwertszeit und der damit verbundenen Photosensibilisierung der Haut fur
mindestens zwei Wochen. Dieses Risiko ist der Hauptgrund dafir, dass vor
allem die PDD mit Photofrin 1° sich nicht durchgesetzt hat.

1990 begannen erste Vvielversprechende Klinische Studien mit 5-ALA-
induziertem endogenem PPIX (siehe Abschnitt 1.3) als Photosensibilisator an
Patienten mit Basalzellkarzinomen der Haut (Kennedy et al., 1990). Es konnte
gezeigt werden, dass nach topischer Gabe von 5-ALA sich PPIX in den
Mitochondrien tumorselektiv anreichert und der Tumor durch Lichtexposition
zerstort wird. Es wurde keine wesentliche Photosensibilisierung der gesunden
Haut beobachtet. Weitere Untersuchungen mit 5-ALA-induziertem PPIX als
Photosensibilisator bei der Diagnose und Therapie oberflachlicher Tumore
folgten in der Gastroenterologie, der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, der
Pneumologie und der Urologie. Es konnte gezeigt werden, dass bei der
Diagnose von Urotheldysplasien oder Blasenfriihkarzinomen durch
Fluoreszenzzystoskopie nach Instillation mit 5-ALA die Sensitivitat mit 96,9%
signifikant hoher lag als bei der Durchfihrung der Diagnostik mit herkbmmlicher

Zystoskopie (Kriegmair et al., 1996).

1.2. Photosensibilisatoren und deren Wirkmechanismus

Unter  Photosensibilisatoren  versteht man  Substanzen, die die
Lichtempfindlichkeit ihres Tragers (Zellen, Gewebe) erhéhen.

Die von ihnen absorbierte Lichtenergie kann auf andere Molekille Ubertragen
werden und chemische Reaktionen auslosen (Abb. 1).

Der Mechanismus der Photosensibilisierung basiert darauf, dass der
Photosensibilisator S durch Absorption von Licht in den ersten angeregten
Zustand 'S;* tibergeht.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Typ Il Reaktion

1S, + hv — 'S* Absorption

Aus diesem kurzlebigen (< 1 Mikrosekunde) Zustand kann der Photosensibilisator durch

verschiedene Wechselwirkungsprozesse zuriick in den Grundzustand 'S, gelangen oder in den

ersten angeregten Triplettzustand *S;* tibergehen, z.B.

'5,* 5 1S, + hv mit Ausstrahlung von Fluoreszenz

19y 3% Intersystem crossing: der metastabile (Millisekundenbereich) angeregte
Energiezustand *S;* des Photosensibilisators ist Ausgangspunkt fir
einen Energietransfer auf molekularen Sauerstoff, der dadurch in
Singulettsauerstoff tbergefuhrt wird (Typ-II-Reaktion).

Der Photosensibilisator kehrt zu seinem Grundzustand zuriick (Foote, 1991).

381* + 302 4 1So+ 102

Symbole:  *0,=Triplett-Sauerstoff;  '0,=Singulett-Sauerstoff;  'S;=Grundzustand  des

Photosensibilisator S; 'S,*=erster angeregter Zustand des Photosensibilisator S; 3Sl*zerster

angeregter Triplettzustand des Photosensibilisator S; (modifiziert nach van Hillegersberg et al.;

1994)

Die Reaktion 'S;* —» 'Sy + hv (Fluoreszenz) wird fiir die PDD ausgenutzt.
Die Sauerstoffradikale der Reaktion 3S;* + %0, — 'Sy + 10, sind im wesentlichen
fur die zytotoxische Wirkung der Photosensibilisatoren verantwortlich (Moan,

1984; Dougherty und Marcus, 1992) und werden fur die PDT ausgenutzt.
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Es konnte gezeigt werden (Gomer und Razum, 1984), dass Gewebe mit
niedrigen Sauerstoffkonzentrationen nur wenig auf eine PDT reagierten.

Am haufigsten werden Schaden an Plasmamembranen (Chapman et al., 1991;
Girotti, 1990) und Mitochondrien, sowie ein Zusammenbruch der
Tumorvaskularisation beschrieben (Gomer et al., 1988).

Wichtige Photosensibilisatoren in der klinischen Anwendung sind die
Porphyrine (Kessel et al., 1985). Dies sind farbige Verbindungen, die ubiquitar
im Pflanzen- und Tierreich vorkommen. Strukturell bestehen sie aus vier
Pyrrolringen, die Uber Methinbriicken zu einem Tetrapyrrolsystem verbunden
sind. Hamatoporphyrinderivate und die aus ihnen entwickelten Medikamente
zweiter Generation wie Photofrin® sind effektiv, haben aber eine sehr lange
Halbwertszeit und akkumulieren nach systemischer Applikation in der Haut. Ein
weiterer Nachteil fur ihren Einsatz in der Diagnostik ist ihre relativ schwache
Fluoreszenz im Vergleich zum umgebenden Gewebe (Baumgartner et al.,
1992).

1.3. 5-Aminolavulinsaure (5-ALA)

5-ALA ist ein Vorlaufer von Protoporphyrin IX (PPIX) in der Hambiosynthese.
Bestimmte Zelltypen haben eine grof3e Kapazitat, PPIX zu synthetisieren, wenn
sie adaquaten Konzentrationen von 5-ALA ausgesetzt sind. Da die
Umwandlung von PPIX zu Ham relativ langsam erfolgt, akkumulieren diese
Zellen photosensibilisierende Konzentrationen an PPIX (Kennedy und Pottier,
1990). Da PPIX eine hohe photodynamische Wirksamkeit zugeschrieben wird,
kann durch eine exogene 5-ALA-Zufuhr diese Substanz in der PDD und PDT

eingesetzt werden.
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Die Strukturformel von 5-ALA ist in Abb. 2, die Strukturformel von PPIX in Abb.
3 dargestellt.
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Abb. 2 : Strukturformel von 5-Aminolavulinsdure (Stryer, 1991)
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Abb. 3: Strukturformel von Protoporphyrin IX (A=Acetat; M=Methyl; P=Propionat; V=Vinyl);
(Stryer, 1991)
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In Abb. 4 ist das Absorptionsspektrum von PPIX dargestellt.
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Abb. 4: Absorptionsspektrum von Protoporphyrin 1X in CHCI;/MeOH (ab 460 nm mit Faktor 10
multipliziert; Wessels et al., 1993)

0

5-ALA entsteht im ersten Schritt bei der Biosynthese des Porphyrinringes von
Ham. Beim Menschen kommen die Porphyrine als Bestandteile der
mitochondrialen Cytochrome in praktisch allen Zellen vor, sind aber quantitativ
am bedeutendsten im Knochenmark als Ort der Hamoglobinsynthese, den

Erythrozyten und der Leber vertreten.

Die Biosynthese der Porphyrine lauft - ahnlich der Harnstoffbiosynthese —
partiell im Mitochondrium und partiell im Cytosol ab. Ausgehend vom Succinyl-
CoA, einem Zwischenprodukt des mitochondrialen Citratzyklus, wird durch
Kondensation mit der Aminoséure Glycin im Mitochondrium 5-ALA gebildet.
Dieser Schritt wird durch die mitochondriale 5-ALA-Synthase katalysiert. Die 5-
ALA-Synthase-Reaktion ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der

Porphyrinbiosynthese, da alle folgenden Enzyme im Uberschuf vorliegen.
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Nach Ubertritt ins Cytosol kondensieren 2 Molekiile 5-ALA zu Porphobilinogen,
der Pyrrolvorstufe der Porphyrine. Diese Reaktion wird durch die 5-ALA-
Dehydrase katalysiert. Anschlie3end kondensieren sukzessive 3 weitere

Porphobilinogenmolekile unter Abspaltung von 4 Molekilen Ammoniak zum

Tetrapyrrol, das an das Enzym gebunden bleibt.

Dieses zyklisiert unter Ammoniumverlust zu Uroporphyrinogen 1ll. Dazu werden
eine Synthase und eine Cosynthase bendtigt. Nachfolgend werden die
Acetatgruppen aller 4 Ringe zu Methylgruppen decarboxyliert. Das entstandene
Koproporphyrinogen Il tritt ins Mitochondrium Uber. Durch Einfihrungen von
Doppelbindungen in  den  Porphyrinring und Umwandlung zweier
Propionatseitenketten in Vinylgruppen wird PPIX gebildet. Der nachfolgende
enzymatische Einbau von Eisen vervollstandigt die Biosynthese von Ham, die
prosthetische Gruppe von Proteinen wie Myoglobin, Hamoglobin, Katalase,
Peroxidase und Cytochrom C. Der Einbau von zweiwertigem Eisen wird durch

das Enzym Ferrochelatase katalysiert.

Die 5-ALA-Synthase, die die Schrittmacherreaktion dieses Stoffwechselweges
katalysiert, unterliegt ebenso wie die 5-ALA-Dehydrase und die Ferrochelatase
der Feedback-Hemmung durch Ham. Ebenso wie die Aktivitat wird auch die
Proteinsyntheserate dieses Enzyms durch das Endprodukt Ham gehemmt. Die
5-ALA-Synthase besitzt eine Halbwertszeit von nur etwa 60 min. Dadurch kann
die Ham-Syntheserate schnell gesteigert oder verringert werden. Bei der Down-
Regulierung der Hambiosynthese wird die Coproporphyrinogen-Oxidase als

geschwindigkeitsbestimmendes Enzym diskutiert (Woodard und Dailey, 2000).
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Der Ablauf der Hambiosynthese ist in Abb. 5 dargestellt.

Glycin + SuccinylCoA
Mitochondrium

5-Aminolavulinsaure

Synthase (Feedback Ferrochelatase
Control) + Fe?
Dl Ham < Protoporphyrin |x|
v

5-Aminolavulinsaure

5-Aminolavulinsaure Protoporphyrinogen
Dehydrase Oxidase

Porphobilinogen Protoporphxinogen IX

Porphobilinogen
Porphobilinogen Deaminase
Deaminase Uroporphyrinogen IlI Copro-
Cosynthase Porphyrinogen
Oxidase

4

Uroparphyrinogen | Uroporphyrinogen IlI > Coproporphyrinogen Ill
T Cytosol
Coproporphyrinogen | v

Uroporphyrin | | Coproporphyrin | | |Ur0p0rphyrin 1 | ICoproporphyrin 1l

Abb. 5: Hambiosynthese; die photoaktiven Substanzen sind umrahmt (modifiziert nach Kennedy
und Pottier, 1992)

Unter physiologischen Bedingungen wird die Hambiosynthese so geregelt, dass
keine photosensibilisierenden Konzentrationen an PPIX gebildet werden.

Kennedy und Pottier (1992) konnten zeigen, dass der unter normalen
Umstanden wirksame Feedback-Mechanismus durch die Zufuhr von 5-ALA

umgangen wird und so eine Akkumulierung von PPIX moglich wird.
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1.4. Dreidimensionale Zellkultur des normalen humanen

Bronchialepithels

Es sind unterschiedliche Zellkultursysteme von humanen respiratorischen
Epithelien etabliert. Sie sind meist mit Verdnderungen des respiratorischen

Epithels verbunden.

Monolayer und Zellsuspensionskulturen weisen nicht die in-vivo vorhandene
Differenzierung auf, da die Zellen aus ihrem Verband aus mehrreihigem Epithel
mit Basalmembran, Flimmerepithel und Becherzellen heraus geldst sind
(Jorissen et al., 1991; de Jong et al., 1994; Jorissen und Bessems, 1995). Zell-

Zell- und Zell-Stroma Interaktionen sind dabei beeintrachtigt.

Fur Organkulturen ist charakteristisch, dass Gewebeverbdnde im Ganzen
kultiviert werden. Dabei ist die Integritat des Zell-Stroma-Verbandes und die
Differenzierung des respiratorischen Epithels weitgehend erhalten (Al-Batran et
al., 1999).

Die dreidimensionale Zellkultur des normalen humanen Bronchialepithels
versprach deswegen, ein geeignetes In-vitro-Modell zu sein, um
Applikationsmodalitditen von Photosensibilisatoren am Bronchialepithel zu

untersuchen.

10
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1.5. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Fluoreszenzkinetik von 5-ALA-induziertem PPIX
an dreidimensionalen Zellkulturen von humanem Bronchialepithel zu

untersuchen.

Vor dem Hintergrund eines mdglichen Einsatzes der PDD in der Frihdiagnostik
von Bronchialneoplasien war insbesondere die Fluoreszenzkinetik nach

unterschiedlichen Expositionszeiten von 5-ALA von Interesse.

Es ergaben sich folgende Fragestellungen:

Ist ein 5-mindtiger Kontakt der Zellkulturen mit 5-ALA ausreichend,
detektierbare Mengen an PPIX-Fluoreszenz zu induzieren?

Wann ist der Zeitpunkt der maximalen Fluoreszenz in Abhangigkeit der
Inkubationsdauer?

Besteht ein Zusammenhang zwischen Inkubationszeit und

Fluoreszenzintensitat?

11
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Material und Methodik

2.1. Dreidimensionale Zellkultur des humanen Bronchialepithels

2.1.1. Probengewinnung

Die Probengewinnung und die Durchfihrung der Versuche erfolgten nach
Genehmigung durch die Ethikkommission und mit dem Einverstandnis der
Patienten.

Patienten, die aus diagnostischen oder therapeutischen Grinden
bronchoskopiert wurden, wurden bei dem Eingriff bis zu drei zusatzliche
Gewebeproben aus der rechten oder linken Oberlappenkarina entnommen.
Dazu wurde eine herkdmmliche Biopsiezange verwendet. Die Biopsien wurden
in einem mit Bronchial Epithel Growth Medium (BEGM, Promo Cell, Heidelberg,
Deutschland ) gefiillten Gefald in das Labor zur Kultivierung gebracht. Zwischen
Probengewinnung und Kultivierung lagen in der Regel ca. 60 min, jedoch nie

mehr als drei Stunden.

Bronchoskopieindikationen:

- Kontrolle bei  bekanntem  Kleinzeligem und  Nichtkleinzelligem
Bronchialkarzinom, Larynx-Karzinom, Tonsillenkarzinom, Mundboden-
karzinom, Lymphom, metastasierendem Colonkarzinom, metastasierendem
Mammakarzinom, metastasierendem Schilddriisenkarzinom

- Verdacht auf ein Malignom im Bronchialsystem

- Kontrolle nach entziindlichen Erkrankungen des Bronchialsystem

- Autoimmunerkrankungen: z.B. Wegener-Granulomatose, Sarkoidose

Patienten mit bekannter HIV-Infektion oder mit akuten pulmonalen Infekten

wurden von der Probenentnahme ausgeschlossen.

12
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2.1.2. Kultivierung der Bronchialepithelbiopsien

0,5 — 1 mm im Durchmesser messende Bronchialbiopsien wurden nach
dreimaligem Waschen mit BEGM (Bronchial Epithelial Cell Growth Medium)
mikroskopisch beurteilt. Durch Bakterien oder Pilze verunreinigte Proben
wurden verworfen.

Anschlie3end wurden die Biopsien auf agarbeschichtete (Agar Noble, DIFCO-
Laboratories, Detroit, USA) 24-Loch-Multiwellplatten (Multiwell Tissue Culture
Plate, 24 Well, Falcon, Lincoln Park, New Jersey, USA) gebracht. Der
Kulturagar enthielt Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco-Life-
Technologies LTD, Paisley, Scotland) mit 10 % neugeborenen Kalberserum
(NCS, Gibco-Life-Technologies LTD, Paisley, Scotland), Streptomycin
(Penstrep 1,8 pl/ml, Gibco-Life-Technologies LTD, Paisley, Scotland),
Amphoterecin B (Fungizone, 3,6 ul/ml, Gibco-Life-Technologies LTD, Paisley,
Scotland) und nichtessentielle Aminosauren (1,1 pl/ml, Gibco-Life-Technologies
LTD, Paisley, Scotland).

Die Verwendung von agarbeschichteten Kulturplatten vehinderte eine Adhérenz
der Kulturen am Boden und gewahrleistete eine optimale Nahrstoffversorgung.
Den Biopsien wurde zusatzlich 200 ul BEGM zugegeben.

Die Kultur erfolgte bei 37 °C mit 5 % CO, und nahezu 100 % Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank (Typ B 5060 EC/CO,, Heraeus, Hanau). Das Nahrmedium wurde
in zweitdgigem Abstand, die Kulturplatten in wdchentlichem Abstand
gewechselt.

Die Proben wurden zweitdgig mikroskopisch beurteilt. Sie wurden insbesondere
auf das Vorhandensein von Zilien gepruft. Bakteriell oder durch Pilze
verunreinigte Zellkulturen wurden verworfen. Die Kulturzeit betrug zwischen 14

und 21 Tagen. Pro Experiment wurde jeweils eine Zellkultur verwendet.

13
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2.2.5-Aminolavulinsdure (5-ALA)

Die 5-ALA wurde von der Firma Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen,
Deutschland als Hydrochloridsalz bezogen und in der Konzentration 0,3 mg/ml
in HEPES-gepuffertem serumfreiem Medium (DMEM) mit pH 7.2 gel6st.

Aufgrund der chemischen Instabilitatt von 5-ALA-Losungen wurden die

Inkubationslésungen vor jedem Experiment frisch angesetzt.

2.3. Fluoreszenzspektroskopischer Nachweis von PPIX

2.3.1. Lichtquelle fur die Anregung der Porphyrinfluoreszenz

Als Lichtquelle fir die Anregung der Fluoreszenz diente eine modifizierte
Xenon-Hochdrucklampe (D-Light-System; Storz GmbH, Tuttlingen,
Deutschland) ausgestattet mit einem speziellen Filtersystem fir ein
Emissionsspektrum von 375 — 440 nm. Die Bestrahlungsleistung betrug
konstant 10 mW/cm2. Dieses Anregungsspektrum im blau-violetten
Spektralbereich ist sinnvoll, da in diesem Wellenlangenbereich auch das
Absorptionsmaximum von PPIX liegt. Die Lichtemission war auf drei Sekunden

pro Messung beschrankt und wurde in eine 500 um Plastikfaser eingekoppelt.

2.3.2. Detektorsystem fur den Nachweis der Fluoreszenz

FUr den Nachweis der Fluoreszenz wurde das emittierte Licht der Oberflache
einer Organkultur Uber eine Silikonfaser zu einem System (OSMA I, SI
Spectroskopy Instruments, Gilching, Deutschland) geleitet, das die angeregte
Fluoreszenz spektral auflosen und quantitativ messen kann.

Eine ausreichende Blockung des Lichtes fir die Anregung der Fluoreszenz
wurde mit zwei speziellen Filtern (KV 450, GG 455; Schott, Mainz, Germany)
erreicht.
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Die Signalintensitaten im roten Spektralbereich zwischen 628 und 644 nm
(entsprechend dem Maximum der PPIX-Fluoreszenz bei 635 nm) wurden
integriert und auf die Autofluoreszenz des Gewebes normiert. Sie wurden als
Mafld fur die Fluoreszenzintensitdt und somit fir die PPIX-Konzentration im
Epithel ausgewertet (Loh et al., 1993).

Abb. 6 zeigt ein PPIX-Fluoreszenzspektrum mit einem héheren Peak bei 635

nm und einem niedrigeren Peak bei 705 nm.
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Abb.6: 5-ALA-induziertes PPIX-Fluoreszenzspektrum einer dreidimensionalen Zellkultur des
normalen humanen Bronchialepithels

2.3.3. Anordnung der Messapparatur

Die Zellkultur wurde nach der Inkubation mit 5-ALA zweimal mit serumfreiem
Medium gewaschen. Anschlieend wurde sie in eine mit 1,4 ml HEPES-
gepuffertem Medium gefillte, 4 cm im Durchmesser messende, speziell
konstruierte Metallkammer (Effenberger, Minchen, Deutschland) gebracht und
abgedeckt. In der Plastikabdeckung befand sich mittig eine runde Offnung von

0,8 cm Durchmesser zur Positionierung der Anregungs- und Detektionsfaser.
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Die Versuchskammer befand sich zur Aufrechterhaltung der Temperatur von 37
°C in einem Warmebad.

Die Anregungs- sowie die Detektionsfaser waren an der Versuchskammer so
installiert, dass der Abstand und der Winkel zur Zellkultur bei jedem Versuch
identisch war.

Die Abb. 7 zeigt schematisch den Versuchsaufbau.

Lichtquelle
375<)<440 nm

Anregungslicht

Detektion
628nm<).<644nm

T=37 °C; 100% Feuchtigkeit

Spektrofluormeter

Abb. 7: schematischer Versuchsaufbau zur Messung der Fluoreszenzemission
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Die Abb. 8 zeigt ein Foto der Versuchsanordnung

Abb. 8: Hier ist der Versuchaufbau dargestellt.

Im Vordergrund des Bildes ist die metallische Versuchskammer sowie der festinstallierte
Halteapparat fur die Anregungs- und Detektionsfaser zu sehen. Zur Versuchsdurchfihrung
befand sich der Versuchsaufbau in einem Wasserbad.

Die Versuchskammer wurde mit einer Metallfolie abgedeckt und der
Versuchsaufbau befand sich in einem abgedunkelten Raum, da die PPIX-
Fluoreszenz durch Lichteinstrahlung sehr rasch ausbleicht (Kennedy und
Pottier, 1992).
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2.4. Messung und Auswertung

Der Versuchsaufbau befand sich — wie oben bereits beschrieben - in einem
abgedunkelten Raum.

Zunéchst wurde das Wasserbad etwa 30 min vor Versuchsbeginn auf 37°C
erwarmt.

Die 5-ALA-Ldsung in der Konzentration 0,3 mg/ml wurde frisch hergestellt und
auf 37°C erwarmt.

Nach mikroskopischer Kontrolle wurden die Zellkulturen per Losverfahren einer
der drei Versuchsgruppen zugeordnet. Es wurden nur Zellkulturen mit > 50%
ziliertem Epithel verwendet. Dies wurde durch Inversionsmikroskopie der
einzelnen Kulturen festgestellt.

Sie wurden dann bei 37°C mit der 5-ALA-L6sung fur die der Versuchsgruppe
entsprechende Zeit inkubiert.

Die den Versuchsgruppen | und Il zugeordneten Zellkulturen wurden nach 5
bzw. 15 min Inkubationszeit zweimal in serumfreiem Medium gewaschen und
unmittelbar anschlielend in 1,4 ml Medium mittig in der Versuchskammer
positioniert. Die Kulturen der Versuchsgruppe Il wurden fir die Dauer des
Experiments in 5-ALA-L6sung inkubiert.

Nach der Positionierung der Kultur in der Versuchskammer wurde der Deckel
geschlossen und die Anregungs- sowie die Detektionsfaser eingestellt. Die
spezielle Halterung der Fasern war so konstruiert, dass sie zum Positionieren
der Zellkultur zuriickgeschoben werden konnten. Damit war gewahrleistet, dass
an den Fasern keine Verunreinigungen durch Berthrung oder Flissigkeit
eintraten.

Durch eine Markierung wurde sichergestellt, dass der Abstand der Fasern zur
Zellkultur in jedem Experiment nahezu identisch war. Kleinste Unterschiede
waren durch die leicht unterschiedliche Gré3e der Zellkulturen bedingt.

Das Wasserbad und der darin befindliche Versuchsaufbau wurden mit einer
Metallfolie noch zusétzlich abgedeckt.

Die Messungen erfolgten jede 30 min ab Inkubationsbeginn.
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Dazu wurden zeitgleich die Lichtquelle sowie das OSMA-System aktiviert.
Durch die Aktivierung der Lichtquelle wurde die gesamte Zellkultur fir je 3 sek.
pro Messvorgang bestrahlt. Emissionsspektren wurden im Spektralbereich
zwischen 450 und 750 nm aufgenommen.

Um die spezielle Protoporphyrin-IX-Fluoreszenz von der Autofluoreszenz des
Gewebes zu trennen, wurde das Verhdltnis der integrierten Autofluoreszenz-
intensitéaten bei den Wellenlangen 635 + 5 nm und 590 £ 5 nm zu Beginn der

Versuche bestimmt und von jedem Spektrum subtrahiert.

2.5. Versuchsdurchfihrung

Nach einer durchschnittlichen Kaultivierungszeit von 17 Tagen wurden die
Zellkulturen den Versuchen zugefuhrt.

Die Experimente erfolgten in den drei im Folgenden beschriebenen
Versuchsgruppen | — .

Die Zuordnung zur jeweiligen Gruppe erfolgte durch Losverfahren.

Die Abb. 9. zeigt das Versuchsprotokoll.

Inkubationszeit mit 5-Aminolavulinsaure

lWaschen
5 min
H=|| lWaschen
15 min
Zellkultur 7 ” il
[
..;;;_.::. . Dauerinkubation
Il >
L l / /- >
T =330 min ' 71

Anregung und Detektion der Fluoreszenz jede 30 min

Abb. 9: Anregung und Detektion der Protoporphyrin IX-Fluoreszenz nach unterschiedlich langer
Inkubationszeit der Zellkulturen mit 5-Aminolavulinsiure
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2.5.1.Versuchsgruppen

2.5.1.1. Versuchsgruppe I: Inkubation mit 5-ALA fur 5 Minuten (n=9)

Versuchsablauf:

¢ Herstellung der 5-ALA-L6sung 0,3 mg/ml bei 37°C

e Inkubation der ausgewahlten Zellkultur mit der 5-ALA-L6sung fur 5 min bei 37
°C

e zweimaliges Waschen der Zellkultur

e Einbringen in die Versuchskammer mit 1,4 ml Medium und Positionierung der
Anregungs- sowie der Detektionsfaser

e Anregung der Fluoreszenz und Messung in Abstdnden von 30 min ab Kontakt

mit 5-ALA fir insgesamt 300 min

2.5.1.2. Versuchsgruppe II: Inkubation mit 5-ALA fur 15 Minuten (n=9)

Versuchsablauf:

¢ Herstellung der 5-ALA-L6sung 0,3 mg/ml bei 37°C

¢ Inkubation der ausgewahlten Zellkultur mit der 5-ALA-L6sung fir 15 min bei
37 °C

e zweimaliges Waschen der Zellkultur

e Einbringen in die Versuchskammer mit 1,4 ml Medium und Positionierung der
Anregungs- sowie der Detektionsfaser

e Anregung der Fluoreszenz und Messung in Abstdnden von 30 min ab Kontakt

mit 5-Aminolavulinsaure fur insgesamt 300 min
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2.5.1.3. Versuchsgruppe III: Dauerinkubation mit 5-ALA (n=9)

Versuchsablauf:

¢ Herstellung der 5-ALA-L6sung 0,3 mg/ml bei 37°C

e Inkubation der ausgewahlten Zellkultur in 1,4 ml der 5-ALA-L6sung bei 37 °C
in der Versuchskammer fur die Dauer des Experiments

¢ Positionierung der Anregungs- sowie der Detektionsfaser

¢ Anregung der Fluoreszenz und Messung in Abstdnden von 30 min ab Kontakt

mit 5-ALA fir insgesamt 300 min

2.6. Statistik

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte mittels Sigma Stat for
Windows Version 1.0, High Edit Professional Copyright® 1993, Micro Help, Inc.
And Heiler Software GmbH.

Als Test wurde die ,Kruskal-Wallis-One Way Analysis Of Variance and Multiple

Comparisons Of Ranks Of Several Independent Samples” angewendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Nachweis von PPIX-spezifischer Fluoreszenz bei 635 nm

Die angeregte Fluoreszenz in den Zellkulturen war mit bloRem Auge nicht
sichtbar.
Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Zellkultur nach Inkubation mit

5-ALA-LOsung in Abb. 10 zeigt am Zellkulturrand deutlich eine rote

Fluoreszenz.

Abb. 10: Hier ist die mikroskopische Aufnahme einer Bronchialepithelkultur 180 Minuten nach
Inkubation mit 5-Aminolavulinsaure fur 15 Minuten zu sehen (375-fache VergréRerung)

Mit Hilfe der OSMA-Technik wurde die angeregte Fluoreszenz spektral
aufgeldst und quantitativ ausgewertet.

Die Analyse der Fluoreszenzspektren zeigt Emissionsbanden bei 635 nm und
705 nm. Diese identifizieren sie eindeutig als PPIX-Fluoreszenz (Loh et al.,
1993; Baumgartner et al.,, 1996). Damit ist der Fluoreszenzanstieg auf die 5-

ALA-Inkubation zuriickzufiihren.
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Die Signalintensitat bei 635 nm wurde als Mal3 fir die PPIX-Konzentration im
Epithel ausgewertet (Loh et al., 1993).
Dabei wurde der jeweilig gemessene Fluoreszenzwert auf die Autofluoreszenz

der Zellkultur normiert (Vergleiche 2.4.).

3.2. Kinetik der 5-ALA-induzierten PPIX-Fluoreszenz in Abhangigkeit der
Inkubationszeit (Versuchsgruppen I-111)

3.2.1. Versuchsgruppe I: Inkubation mit 5-ALA fur 5 Minuten

Im Hinblick auf den moglichen Einsatz der 5-ALA in der Diagnostik sollte durch
die Versuche der Versuchsgruppe | Uberprift werden, ob eine 5-minitige
Kontaktzeit mit 5-ALA ausreicht, detektierbare Mengen an PPIX-Fluoreszenz in
den Zellkulturen zu induzieren.

Zusétzlich sollte untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt nach 5-ALA-Kontakt
die maximale Fluoreszenz erreicht wird.

Nach Inkubation der Zellkulturen mit 0,3 mg/ml 5-ALA fur 5 Minuten und
anschlieBendem sorgféaltigem Waschen wurde die Fluoreszenzintensitat tUber
einen Zeitraum von 300 Minuten gemessen.

Es wurde, wie oben beschrieben, die Signalintensitat bei 635 nm als Mal3 fur
die PPIX-Konzentration im Epithel ausgewertet.

Die Abb. 11 =zeigt die Mittelwerte =+ Standardabweichung der
Fluoreszenzintensitaten von 9 untersuchten Bronchialschleimhautkulturen im

Verlauf von 300 min.
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Abb. 11: Hier sind die Fluoreszenzintensitaten (rel. Einheiten; Mittelwerte + Standardfehler; n=9)
von Bronchialschleimhautkulturen nach Inkubation mit 5-ALA fir 5 min im Verlauf von 300
Minuten ab 5-ALA-Kontakt abgebildet.

Es konnte gezeigt werden, dass ein 5-minutiger 5-ALA-Kontakt ausreicht, um
detektierbare Mengen an PPIX-Fluoreszenz zu induzieren.

Nach Entfernen der 5-ALA-L6sung steigt die endogene Fluoreszenz noch 90
Minuten ab Kontakt mit 5-ALA fast linear an.

Anschliel3end kommt es zu einem langsamen Fluoreszenzabfall.

Nach 126,7 Minuten + 36,8 Minuten wurde die maximale Fluoreszenz erreicht
(Mittelwerte £ Standardfehler).

300 Minuten ab 5-ALA-Kontakt sind noch ca. die 0,5-fache Fluoreszenz der

Maximalfluoreszenz zu detektieren.
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3.2.2. Versuchsgruppe II: Inkubation mit 5-ALA fir 15 Minuten

In der Versuchgruppe Il sollte das Fluoreszenverhalten der Zellkulturen nach
15-minuatiger Inkubationszeit mit 5-ALA untersucht werden.

Zudem sollte untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt nach 5-ALA-Kontakt die
maximale Fluoreszenz erreicht wird.

Nach Inkubation der Zellkulturen mit 0,3 mg/ml 5-ALA fir 15 Minuten und
anschlieBendem sorgféaltigem Waschen wurde die Fluoreszenzintensitat tUber
einen Zeitraum von 300 Minuten gemessen.

Es wurde ebenfalls, wie oben beschrieben, die Signalintensitat bei 635 nm als
Mal3 fur die PPIX-Konzentration im Epithel im Verlauf von 300 Minuten
ausgewertet.

Die Abb. 12 zeigt die Mittelwerte + Standardabweichung der
Fluoreszenzintensitaten von 9 untersuchten Bronchialschleimhautkulturen im

Verlauf von 300 min.

25



Ergebnisse

1.5
<
@
_; |
L
£ 1.0 1
w
o
© 0.5
»
@
c
0.0 T T 1 ! 1
0 60 120 180 240 300
Zeit (min)

Abb. 12: Hier sind die Fluoreszenzintensitaten (rel. Einheiten; Mittelwerte + Standardfehler; n=9)
von Bronchialschleimhautkulturen nach Inkubation mit 5-ALA fir 15 min im Verlauf von 300
Minuten ab 5-ALA-Kontakt abgebildet.

Es konnte gezeigt werden, dass nach Entfernung der 5-ALA-L6sung die
endogene Fluoreszenz noch 180 Minuten ab 5-ALA-Kontakt fast linear ansteigt.
300 Minuten ab 5-ALA-Kontakt betragt die Fluoreszenz noch mehr als das 0,5-
fache des Maximalwertes.

Nach 193,3 Minuten + 37,7 Minuten wurde die maximale Fluoreszenz erreicht
(Mittelwerte + Standardfehler).
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3.2.3. Versuchsgruppe llI: Dauerinkubation mit 5-ALA

In der Versuchsgruppe Il sollte die Fluoreszenzkinetik der Zellkulturen wahrend
der Dauerinkubation mit 0,3 mg/ml 5-ALA untersucht werden.

Es wurde ebenfalls, wie oben beschrieben, die Signalintensitat bei 635 nm als
Mal3 fur die PPIX-Konzentration im Epithel im Verlauf von 300 Minuten
ausgewertet.

Die Abb. 13 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler der Fluoreszenzintensitaten

von 9 untersuchten Bronchialschleimhautkulturen im Verlauf von 300 min.
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Abb. 13: Hier sind die Fluoreszenzintensitaten (rel. Einheiten; Mittelwerte + Standardfehler; n=9)
von Bronchialschleimhautkulturen wéhrend Dauerinkubation mit 5-ALA im Verlauf von 300
Minuten abgebildet.

In dieser Versuchsgruppe konnte gezeigt werden, dass wahrend der
Dauerinkubation der Zellkulturen in 5-ALA die endogene Fluoreszenz nach
zunachst fast linearem Anstieg nach 210 min ein Plateau erreicht.

Nach 236,7 Minuten + 51,9 Minuten wurde die maximale Fluoreszenz erreicht
(Mittelwerte £ Standardfehler).
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3.2.4. Vergleich der Ergebnisse der Versuchsgruppen | — 11l

Die Abb. 14 zeigt die Mittelwerte = Standardfehler der Fluoreszenzintensitaten

von 9 untersuchten Bronchialschleimhautkulturen je Versuchsgruppe im Verlauf

von 300 min.
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Abb. 14: Hier sind die Fluoreszenzintensitaten (rel. Einheiten; Mittelwerte + Standardfehler; n=9)
von Bronchialschleimhautkulturen nach 5 min, 15 min und wahrend Dauerinkubation mit 5-ALA
im Verlauf von 300 Minuten ab 5-ALA-Kontakt abgebildet.

Die Zellkulturen, die fir 5 oder 15 Minuten mit 5-ALA inkubiert wurden, zeigten
einen nahezu linearen Anstieg der Fluoreszenzintensitat Gber die ersten 90

beziehungsweise 180 Minuten, sowie einen spateren Abfall der Fluoreszenz.
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Die Zellkulturen, welche einer Dauerinkubation mit 5-ALA unterzogen wurden,
erreichten 210 Minuten ab 5-ALA-Kontakt ein Plateau der Protoporphyrin-IX-
Fluoreszenz, welche fiir die Dauer des Experiments persistierte. Die Zeiten bis
zum Erreichen der Maximalfluoreszenz betrugen 126,7 + 36,8, 193,3 £ 37,7*
und 236,7 + 51,9 Minuten (Mittelwerte =+ Standardfehler) in den
Versuchsgruppen mit 5 Minuten, 15 Minuten und Dauerinkubation mit 5-ALA
(* p< 0.05 gegeniber den anderen Gruppen, Kruskal-Wallis-Test).

Dies ist in der Abbildung 15 graphisch dargestellt.
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Abb. 15: Hier ist die Zeit bis zum Erreichen der Maximalfluoreszenz (min; Mittelwerte +
Standardfehler; n=9/Gruppe) von 9 untersuchten Bronchialschleimhautkulturen nach 5 min, 15
min und wahrend Dauerinkubation mit 5-ALA dargestellt.

* mit p<0.05 signifikant gegentiber Gruppe 1
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Der Vergleich der Versuchsgruppen zeigt mit p<0.05 einen signifikanten
Unterschied der Versuchsgruppen Il und Il zur Versuchsgruppe | (Kruskal-
Walllis-Test One Way Analysis On Ranks Sigma Stat. Soft.).

In Abb. 16 folgt die graphische Darstellung der Mittelwerte + Standardfehler der

Maximalfluoreszenz  von 9  untersuchten  Schleimhautkulturen je

Versuchsgruppe.
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1 = Versuchsgruppe |: Inkubationszeit 5 min
2 = Versuchsgruppe |l: Inkubationszeit 15 min
3 = Versuchsgruppe lll: Dauerinkubation

Abb. 16: Maximale Fluoreszenzintensitaten (rel. Einheiten; Mittelwerte + Standardfehler;
n=9/Gruppe) von Bronchialschleimhautkulturen nach 5 min, 15 min und wahrend
Dauerinkubation mit 5-ALA.
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Der Vergleich der Versuchsgruppen zeigt keine statistisch signifikanten
Unterschiede der Fluoreszenzkinetiken und der maximalen
Fluoreszenzintensitaten (Two Way Repeated Measures Analysis Of Variances
On One-Factor Balanced Design For Comparing Kinetics; Kruskal-Wallis Test
For Comparing Maximal Fluorescence Intensities, Sigma Stat. Soft.)
Tendenziell nimmt die Hohe der maximalen Fluoreszenzintensitat mit der Dauer
der Inkubation mit 5-ALA zu.

Die HOhe der Maximalintensitdten der PPIX-Fluoreszenz in den drei
Versuchsgruppen ist offensichtlich abhangig von der Inkubationsdauer mit 5-
ALA. Sie betrugen 0,4225 + 0,1233, 0,6636 + 0,1050 und 0,7769 * 0,2077 rel.
Einheiten (Mittelwerte + Standardfehler) in den Versuchsgruppen mit 5 Minuten,

15 Minuten und Dauerinkubation mit 5-ALA. Dies ist statistisch nicht signifikant.
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4 Diskussion

4.1. Diskussion der Materialien und Methoden

4.1.1. Dreidimensionale Zellkulturen des humanen Bronchialepithels

Die Dreidimensionale Zellkultur stellt eine in-vivo-nahe, nicht adharente Form
der Kultivierung respiratorischer Epithelien dar.

Erstmals 1985 und 1986 berichtete Steinsvag uber Organkulturen fetaler
Rattenhirnhemispharen (Steinsvag und Laerum, 1985; Steinsvag, 1986) sowie
1991 Uber Organkulturen humaner Tonsillenschleimhaut (Steinsvag et al.,
1991).

Eine modifizierte Methode zur Kultivierung dreidimensionaler Organkulturen
menschlichen respiratorischen Epithels wurde 1993 an der Medizinischen
Klinik, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat etabliert
(Gamarra et al.,, 1993; Al-Batran et al., 1999; Bals et al., 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass Bronchialbiopsien, die im Ganzen kultiviert werden, nach
zwei bis drei Tagen eine rundliche Form annehmen und vollstandig
epithelialisiert sind. Im Gegensatz zu Monolayerkulturen (Jorissen et al., 1991)
bleibt bei diesen dreidimensionalen Zellkulturen die Integritat des Zell-Stroma-
Verbandes und die Differenzierung des respiratorischen Epithels weitgehend
erhalten. Insbesondere besteht die Madoglichkeit der Interaktion zwischen
verschiedenen Zelltypen. Anhand von histologischen Schnitten konnte
nachgewiesen werden, dass das mehrreihige, respiratorische Epithel mit
Basalmembran, Basalzellen, teilweise zilierten Epithelzellen sowie Becherzellen
bis zu 21 Kulturtage kostant erhalten bleibt. Bei etwa 80% der Kulturen war
koordinierter Zilienschlag beobachtbar. Morphologisch unterscheiden sich die
dreidimensionalen Zellkulturen nicht von respiratorischem Epithel in vivo. Diese
Untersuchungsergebnisse wurden 1996 von Fjellbirkeland (Fjellbirkeland et al.,
1996) bestéatigt. Die dreidimensionalen Zellkulturen erscheinen deshalb

geeignet zu sein, Vorgange am Epithel in vitro zu simulieren.
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1993 konnte Gamarra zeigen, dass es sich bei den dreidimensionalen
Zellkulturen des humanen Bronchialepithels um ein geeignetes Modell zur
Aufnahme von Photosensibilisatoren handelt (Gamarra et al., 1993; Grundler et
al., 1993; Gamarra et al., 1995). 2001 wurden von Lange et al. Organkulturen
aus den Sinus paranasales des Schafes oder aus der Blase des Schweines als
Routine-Modell zur Untersuchung von Photosensibilisatoren, zur PDD und PDT
vorgeschlagen (Lange et al., 2001).

Die Auspragung und der Verlauf der PPIX-Fluoreszenz im Bronchialepithel ist
von der Verteilung des PPIX in den unterschiedlichen Zellarten sowie von der
Gewebearchitektur sowie von der dreidimensionalen Fluoreszenzstreuung
abhangig. Diese Charakteristika sind in dreidimensionalen Zellkulturen besser
reprasentiert als in Monolayerkulturen.

Die Biopsien der Bronchialschleimhaut wurden im Rahmen von diagnostischen
und therapeutischen Bronchoskopien aus optisch gesunden
Schleimhautarealen gewonnen. Die Indikationen waren meist
Bronchialkarzinome, Metastasen anderer Karzinome u.s.w. (Vergleiche 2.1.1.).
Es ist unbekannt, inwieweit Eigenschaften des Spenderepithels hinsichtlich
entzundlicher oder degenerativer Veradnderungen wahrend der Kulturzeit
bestehen bleiben und Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse nehmen.

Die Zellkulturen sind mit einem Durchmesser von 0,5 — 1 mm unterschiedlich
gro3. Es variiert die Zellzahl, der Anteil des zilierten Epithels sowie die
Verteilung der verschiedenen Zelltypen. Dadurch ist die Durchfuhrung
quantitativer Messungen erschwert. Es ist moéglich, dass dadurch das
Aufnahmeverhalten fur 5-Aminolavulinsdure sowie die Menge des gebildeten
Protoporphyrin IX beeinflusst wird. Dies spiegelt sich in den relativ hohen
Standardabweichungen der Fluoreszenzmessungen wider. Der zeitliche Verlauf
der Fluoreszenzintensitdt dirfte jedoch von den unterschiedlichen
morphologischen Eigenschaften der Zellkulturen nicht beeinflusst werden.

Im Gegensatz zu Monolayerkulturen, in denen Epithelzellen rasch
dedifferenzieren, bleiben die Differenzierung der verschiedenen Zelltypen und
der mehrreihige Aufbau in Organkulturen mindestens vier Wochen erhalten. Die

Zellen wachsen auf ihrer eigenen Matrix und bilden ihre eigene Basalmembran.
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Insgesamt steht mit dreidimensionalen Organkulturen von humanem
respiratorischen Epithel eine alternative, in-vivo-nahe Kulturform zur Verfiigung.
Da es wahrscheinlich ist, dass die PPIX-Fluoreszenz vom Zelltyp sowie von der
dreidimensionalen Zusammensetzung des Gewebes abhangt, ist es sinnvoll fur
Untersuchungen zur PDD und PDT Organkulturen zu verwenden (Lange et al.,
2001).

Darlberhinaus ist es mdglich, Kokulturen zwischen Bronchialepithel und
Tumorzelllinien zu bilden. Dies bietet die Mdglichkeit, die Fluoreszenz von

Tumor- und Normalgewebe direkt zu vergleichen.

4.1.2. Kultivierungsmethoden

Die Biopsien wurden gewaschen und zur Kultivierung auf agarbeschichtete
Multiwellplatten pipettiert. Bei diesem Pipettiervorgang, beim Wechsel des
Kulturmediums sowie der Platten war trotz eines umsichtigen Vorgehens eine
mechanische Schadigung der Zellkulturen nicht auszuschliel3en.

Fiar samtliche Versuche wurden nur lichtmikroskopisch unauffallige Zellkulturen
verwendet. Um eine Adhasion der Zellkultur an die Multiwellplatten zu
verhindern, wurde deren Boden mit Agar beschichtet und zusatzlich 200 pl
serumfreies Kulturmedium hinzupipettiert.

BEGM-Medium ist ein serumfreies Medium. Da dem Medium lediglich ein von
der Herstellerfirma mitgeliefertes Supplement Pack (Antibiotika, Antimykotika,
Aminosauren, Wachstumsfaktoren, Hormone) zugegeben werden muss, ist die
Herstellung der Kulturlésung einfach und schnell durchzufihren (Promo Cell,
1998). Das Kulturmedium wurde jeden zweiten Tag ausgetauscht, um eine
Beeinflussung der Zellkulturen durch Veranderungen des pH-Wertes, der
Osmolaritat sowie eines maglichen Nahrstoffmangels gering zu halten.

Um Verunreinigungen der Zellkulturen mit Pilzen oder Bakterien zu vermeiden,
wurde konsequent steril gearbeitet sowie einmal wéchentlich ein Wechsel der

Kulturplatten durchgefuhrt.
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4.1.3.Versuchsaufbau

4.1.3.1. 5-Aminolavulinsaure (5-ALA)

Im Hinblick auf die mégliche Anwendung der Photodynamischen Diagnose in
der Frihdiagnostik von Bronchialkarzinomen wurde fur die durchgefuhrten
Versuche die photosensibilisierende Substanz 5-ALA ausgewahlt.

Bei systemischer Anwendung von Hamatoporphyrin-Derivaten wie zum Beispiel
Photophrin® reichert sich diese Substanz auch in der Leber, Milz, den Nieren
und der Haut an (Kessel, 1984). Photophrin® ist nur systemisch anwendbar und
aufgrund der langen Halbwertszeit ist eine Photosensibilsierung der Haut tber
Wochen und Monate die Folge (Dougherty et al.,, 1990). Dies stellt den
Hauptnachteil von Photophrin® dar.

Der wesentliche Vorteil von 5-ALA, einer natirlich vorkommenden Substanz,
besteht in ihrer Anwendbarkeit zur lokalen Applikation (Kennedy et al., 1992;
Svanberg et al., 1992; Cairnduff et al., 1994; Kriegmair, 1994; Orth et al., 1994;
Szeimies et al.,, 1994; Baumgartner et al., 1996; Gossner et al., 1998) ohne
schwerwiegende  systemische  Nebenwirkungen, insbesondere  ohne
langdauernde Photosensibilisierung der Haut. So konnten Kennedy et al.
nachweisen, dass 5—ALA induziertes PPIX 24 Stunden nach systemischer,
topischer oder intradermaler Applikation nicht mehr nachweisbar ist (Kennedy
et al., 1992).

In einer Studie von Rick et al. wurde die Fluoreszenzkinetik von 5-ALA-
induziertem PPIX in der Haut und im Blut untersucht (Rick et al., 1997). Nach
oraler Applikation zeigten sich maximale Fluoreszenzintensitaten in der Haut
zwischen 6,5 und 9,8 Stunden in Abhangigkeit der Lokalisation. 40 Stunden
nach 5-ALA-Kontakt wurde nur noch 5% der maximalen Fluoreszenz detektiert.
Nach Inhalation von 5-ALA wurde im Plasma nach 4,1 Stunden die maximale
Fluoreszenz gemessen (Baumgartner et al., 1996).
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Nach intravesikaler Instillation wurde die maximale PPIX-Fluoreszenz im
Plasma 2,9 Stunden nach Applikation erreicht. Dieser Wert entspricht der
Zeitspanne bis zum Auftreten maximaler Fluoreszenz nach 15minttiger 5-ALA-
Inkubation in der vorliegenden Untersuchung. Die vorliegende Kinetik ist daher
mit der topischen Anwendung von 5-ALA zu vergleichen.

Bei lokaler Anwendung in der Blase wird weniger als 1% der 5-ALA-
Konzentration in den Korperkreislauf aufgenommen (Dalton et al., 2002). PDT
mit topischer Anwendung von 5-ALA wird bereits als Therapie der Wahl fur
Aktinische Keratosen und oberflachliche Basalzellkarzinome in der
Dermatologie diskutiert (Lang et al., 2001).

Es ware denkbar, 5-Aminolavulinsdure inhalativ (Baumgartner et al., 1996) zur
Verbesserung der Sensitivitat der diagnostischen Bronchoskopie einzusetzen.
Bei der inhalativen Anwendung kénnen nur sehr geringe Mengen PPIX im Blut
der Probanden nachgewiesen werden, so dass systemische Nebenwirkungen
unwahrscheinlich sind (Baumgartner et al., 1996; Rick et al., 1997).

In unseren Versuchen wurde 5-ALA als Hydrochloridsalz in der Konzentration
0,3 mg/ml in HEPES-gepuffertem serumfreien Medium mit pH 7.2 gelost.

Diese Konzentration verwendeten Kriegmair et al. fur eine Untersuchung an 68
Patienten mit Urothelcarcinomen. 5-ALA in dieser Dosierung wurde intravesikal
appliziert und war ausreichend, um cystoskopisch identifizierbare Mengen an
PPIX-Fluoreszenz zu induzieren (Kriegmair et al., 1994). Diese Situation ist
vergleichbar mit der Anwendung in den Bronchien. Die Substanz soll topisch
anwendbar sein und endoskopisch identifizierbare Mengen an PPIX-
Fluoreszenz induzieren.

Die Aufnahme von 5-ALA in die Zelle wird durch ihre hydrophile Struktur
limitiert. Es konnte gezeigt werden, dass durch chemische Modifizierung von 5-
ALA in lipophile Ester die PPIX-Fluoreszenz gesteigert werden kann (Endlicher
et al., 2001).
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4.1.3.2. Versuchskammer

Die im Wasserbad befindliche, metallische Versuchskammer wurde mit einem
Plastikdeckel abgedeckt, der nur eine 0,8 cm im Durchmesser messende
Offnung fiir die Anregungs- und Detektionsfaser besaR.

Durch diese Malinahme wurde das Medium weitgehend gegen Verdunstung
und damit einhergehende Anderungen der Osmolaritat und des pH-Wertes
geschitzt, so dass eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse dadurch
weitgehend ausscheidet. Dies ist von Bedeutung, da eine pH-Abhangigkeit der
5-Aminolavulinsaure-induzierten Porphyrinfluoreszenz bei Versuchen mit
Fibrosarkomzellen beschrieben wurde (Fuchs et al., 1997).

Die Abnahme der Porphyrinfluoreszenz von Geweben durch die Einstrahlung
von Licht ist als Photobleaching beschrieben (Moan, 1986; Kennedy und
Pottier, 1992; Bezdetnaya et al., 1996). Dadurch entstehen Photoprodukte, die
phototoxisch wirken kénnen (Konig et al., 1993), und es kbénnen neue
Emissionsbanden ausgebildet werden.

Um eine Beeinflussung der Messergebnisse durch diesen Effekt
auszuschlie3en, wurden die Versuche in einem abgedunkelten Raum
durchgefuihrt und zusatzlich die Versuchskammer mit einer Metallfolie
abgedeckt.

Die im Wasserbad mit 37 °C positionierte warmeleitende Versuchskammer aus
Metall gewahrleistete eine konstante Temperatur Uber den Versuchszeitraum.
Dies ist von Bedeutung, da die Aufnahme von 5-Aminolavulinsaure in die Zelle

temperaturabhéngig erfolgt (Fuchs et al., 1994).

4.1.3.3. Lichtquelle fir die Anregung der Porphyrinfluoreszenz

Zur  Anregung der 5-Aminolavulinsdure-induzierten  Protoporphyrin-IX-
Fluoreszenz wurde eine Xenon-Hochdrucklampe mit einem speziellen
Filtersystem fur ein Emissionsspektrum im violett-blauen Spektralbereich (375 —

440 nm) und einer konstanten Bestrahlungsstarke von 10 mW/cm? verwendet.
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Dieses Anregungsspektrum ist sinnvoll, da das Absorptionsmaximum von
Protoporphyrin  IX bei 408 nm (Soret-Bande) liegt. Ebenso ist es
empfehlenswert, zur Vermeidung von Streulicht die Emissions-Bandbreite zu
minimieren. Dabei handelt es sich um ein einfach zu bedienendes, erprobtes
Lampensystem , welches auch an ein Bronchoskop angeschlossen werden
kann (Baumgartner et al., 1996; Betz et al., 2002).

4.1.3.4. Detektorsystem fur den Nachweis der Fluoreszenz

Fur den Nachweis der Fluoreszenz wurde ein System verwendet, das die
angeregte Fluoreszenz spektral auflosen und quantitativ messen kann.

Eine ausreichende Blockung des Lichtes fir die Anregung der Fluoreszenz
wurde mit zwei speziellen Filtern erreicht.

Dabei handelt es sich fur die Erfassung, Identifizierung und Quantifizierung von
PPIX-Fluoreszenzintensitaten geeignetes System (Schneckenburger et al.,
1992; Konig et al., 1993; Orth et al., 1994; Baumgartner et al., 1996).

4.1.4. Versuchsdurchfuhrung

Als Kultivierungszeit vor der Durchfuhrung der Versuche wurde 14 — 21 Tage
gewahlt. In diesem Zeitraum sind die Umbauprozesse der Kulturen
abgeschlossen und histologisch noch keine Alterungsprozesse nachzuweisen
(Bals et al., 1998).

Als Problem bei der Versuchsdurchfuhrung erwies sich die exakt mittige
Platzierung der Zellkultur in der mit Medium gefillten Versuchskammer. Dies
war jedoch die Voraussetzung dafir, dass die Abstande der Anregungs- und
Detektionsfaser zur jeweilig untersuchenden Zellkultur in jedem der Versuche
gleich grol3 waren. Ebenso war die genaue Platzierung der Zellkultur die
Vorraussetzung dafir, dass die Oberflache der Zellkultur komplett bestrahlt
werden konnte. Exaktes Arbeiten war dringend erforderlich, da bei dieser Art
der Versuchsanordnung die Intensitat des detektierten Signals von der
Entfernung zwischen Anregungs- bzw. Detektionsfaser und Gewebeoberflache
sowie von der GroRe des bestrahlten Areals abhangt (Wagniéres et al., 1998).
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Durch die Normierung der Fluoreszenzspektren jeder Zellkultur auf ihre
Autofluoreszenz kann diesem mdoglichen Fehler entgegen gewirkt werden
(Vergleiche 2.4.).

In-vivo kdnnte die Bertuhrung der Detektionsfaser mit der Gewebeoberflache zu
einer Verzerrung des Fluoreszenzspektrums durch die Verdnderung des
Blutgehaltes fuhren. Es wurde bei der Versuchsplanung darauf geachtet, eine
konstante Entfernung der Anregungs- bzw. der Detektionsfaser zu wahlen, bei
der es unabhangig von der Grofl3e der Zellkultur zu keiner Beriihrung mit der
Oberflache kam.

Bei allen durchgefiihrten Versuchen befand sich die gesamte Zellkultur im
Lichtkegel der Anregungsfaser, so dass Inhomogenitaten im Gewebe

maoglicherweise zu Unterschieden in der Absorption fuhrten.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Protoporphyrin-IX-spezifische Fluoreszenz nach Inkubation mit 5-

Aminolavulinsaure

Lokale und systemische Applikation von 5-ALA fuhrt unter Umgehung des
biologischen Regulationsmechanismus zur intrazellularen Akkumulation von
PPIX (vergleiche 1.4.), dessen Fluoreszenz mit geeigneten Instrumenten
erfasst werden kann (Kennedy et al., 1990).

Die Analyse der Fluoreszenzspektren (vergleiche Abb. 6) zeigt
Emissionsbanden bei 635 nm und 705 nm. Diese identifizieren sie eindeutig als
PPIX-Fluoreszenz (Loh et al., 1993; Baumgartner et al., 1996). Damit ist der
Fluoreszenzanstieg in den vorliegenden Versuchen auf die Inkubation mit 5-
ALA zurtckzufihren.

Die Signalintensitat bei 635 nm kann als Mal3 fur die PPIX-Konzentration im

Epithel ausgewertet werden (Loh et al., 1993).
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4.2.2. Protoporphyrin-IX-spezifische Fluoreszenz in Abhéangigkeit der

Inkubationszeit

In der Versuchsgruppe | konnte gezeigt werden, dass ein 5-minutiger Kontakt
mit 5-ALA in der Konzentration 0,3 mg/ml ausreicht, um detektierbare Mengen
an PPIX-Fluoreszenz in Zellkulturen des normalen humanen Bronchialepithels
zu induzieren. Bei der Ho6he der Maximalfluoreszenz gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe | mit Sminutiger, der Gruppe I
mit 15mindtiger Inkubation und der Gruppe Il mit Dauerinkubation der
Zellkulturen in 5-ALA. Trotzdem war eine tendenzielle Zunahme der
Maximalfluoreszenz nach langerer Inkubationszeit mit 5-ALA zu beobachten.
Diese konnte moglicherweise auf die damit insgesamt grofRRere
Expositionsmenge an 5-ALA zurlckzufihren sein (vergleiche Abb. 13 und 14).
In den Versuchsgruppen | und Il konnte jeweils nach Entfernen der 5-ALA-
Lésung noch ein zeitlich begrenzter Anstieg der PPIX-Fluoreszenz beobachtet
werden. Dies konnte auf eine verzdgerte PPIX-Synthese aus zeitabhangig
akkumuliertem 5-ALA, z.B. aus einem intrazellularen ,Speicher” hindeuten, der
wahrend der kurzen Exposition mit einer groReren Menge an 5-ALA gefillt
wurde.

Die Zeit bis zum Erreichen der Maximalfluoreszenz war zwischen den Gruppen
[l und 11l zur Gruppe | signifikant unterschiedlich. Dies unterstitzt die Annahme,
dass die PPIX-Fluoreszenzkinetik von der Expositionszeit mit 5-ALA abhangig
ist.

Die Maximalintensitat der 5-ALA-induzierten PPIX-Fluoreszenz und die Zeit bis
zum Erreichen der Maximalfluoreszenz ist in verschiedenen malignen und
nichtmalignen Geweben von der Konzentration der 5-ALA-Losung abhangig
(Loh et al., 1992; Leveckies et al., 1994; van der Veen et al., 1994; Kleemann et
al., 1996; de Blois et al., 2001).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die PPIX-Fluoreszenzkinetik
zusatzlich von der Expositionszeit der Bronchialschleimhautkulturen mit 5-ALA
abhangig sein konnte. Dies entspricht mehreren In-vitro- und In-vivo-Studien
zur Zeitabhéngigkeit der 5-ALA-induzierten Porphyrin-Synthese (Loh et al.,
1993).
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Kriegmair et al. fanden 1994 in einer klinischen Studie mit 68 Patienten mit
Blasenkarzinom keinen Zusammenhang zwischen der PPIX-
Fluoreszenzintensitat bzw. der Zeit bis zum Erreichen der Maximalfluoreszenz
und der Kontaktzeit mit 5-ALA (15 - 360 min). Mdglicherweise sinkt der Einfluss
der 5-ALA-Kontaktzeit auf die Hohe der Maximalfluoreszenz mit zunehmender
Dauer der Exposition.

Die mit 5-ALA dauerinkubierten Zellkulturen der Versuchgruppe Il zeigten nach
zunachst linearem Anstieg eine Sattigung der Fluoreszenz nach 236,7 + 51,9
Minuten (Mittelwert *= Standardfehler). Dieses Plateau deutet auf ein
Gleichgewicht zwischen Ausschleusung der endogenen Porphyrine und Bildung
von Porphyrinen aus einem 5-ALA-Pool hin. In einer Studie von Star et al.
wurde ein mathematisches Modell erarbeitet, mit dessen Hilfe sich die
Diffusionsmenge von 5-ALA in der Haut in vivo, ihre Aufnahme in die Zelle und
ihre Umwandlung zu PPIX und anschlieRend zu Haem quantitativ bestimmen
lasst. Dabei wurde das bisher verwendete 3-Kompartiment-Modell erweitert und
je ein weiteres Kompartiment im Zytoplasma sowie im Mitochondrium postuliert.
Die Umwandlung von 5-ALA im Zytoplasma in eine intermediare Verbindung im
Mitochondrium wird dabei als Gleichung vom Michaelis-Menten-Typ (Kinetik mit
Sattigungscharakter) beschrieben. Die Umwandlung zu PPIX und weiter zu
Haem werden als Kinetik erster Ordnung beschrieben. Dabei werden nur 2,5% -
3,5% der 5-ALA-Menge, welche Uber das Stratum corneum der Haut gelangt,
zu PPIX synthetisiert (Star et al., 2002). Das Ausschleusen der Porphyrine wird
einerseits durch Diffusion, andererseits durch Bindung von Porphyrinringen an
Proteine erklart (Fukuda et al., 1993; linuma et al., 1994).

Die ausgeschleusten Porphyrine sind im Uberstand photometrisch
identifizierbar, aber nicht quantitativ messbar (Fuchs et al., 1994). Da in den
vorliegenden Versuchen die Zellkulturen in serumfreiem Medium inkubiert
wurden, ist hier das Ausschleusen von PPIX durch Diffusion wahrscheinlich.
Das Schema der PPIX-Fluoreszenz nach 5-ALA-Exposition erscheint

vergleichbar mit denen der Magen- und Dickdarmschleimhaut (Loh et al., 1993).
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Daruiber hinaus ist die Art der 5-ALA-Applikation von Bedeutung (Orth et al.,
1994; de Blois et al., 2001; Thissen et al., 2002). Dabei wurden nach topischer
Anwendung der 5-ALA im Vergleich zur intravendésen oder intrakutanen
Anwendung geringere maximale Fluoreszenzintensitaten gemessen.

Die hier dargestellten Ergebnisse sind am ehesten auf die Situation der lokalen
Anwendung der 5-ALA ubertragbar. Dies ist sinnvoll, da eine inhalative
Anwendung von 5-ALA denkbar ist (Baumgartner et al., 1996). Daraus und aus
den Ergebnissen der Versuchsgruppe | mit 5minttiger 5-ALA-Inkubation kann
man schlussfolgern, dass eine kurze, inhalative Exposition mit 5-ALA eine
detektierbare Menge PPIX in normalem Bronchialepithel induziert.

Eine der Einschrankungen der vorliegenden Ergebnisse sind die relativ hohen
Standardabweichungen der gemessenen Fluoreszenz. Dies kann (vergleiche
4.1.1.)) durch das Modell der dreidimensionalen Zellkultur erklart werden. Die
durch 5-ALA induzierte PPIX-Fluoreszenz steigt mit steigender Zelldichte
(Steinbach et al., 1995). Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitat durfte
jedoch von den unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften der
Zellkulturen nicht beeinflusst werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Fluoreszenzkinetik von 5-ALA-induziertem
PPIX an dreidimensionalen Zellkulturen von humanem Bronchialepithel zu
untersuchen.

Es sollten Kenntnisse Uber den zeitlichen Verlauf der PPIX-Fluoreszenz in
Normalgewebe nach unterschiedlich langer Expositionszeit mit 5-ALA erlangt
werden.

Dreidimensionale Organkulturen bestehen aus einem bindegewebigen Kern,
welcher von respiratorischem Epithel umgeben ist. Morphologisch ist das
kultivierte Epithel nicht von dem in vivo zu unterscheiden. Dreidimensionale
Organkulturen stellen eine in-vivo-nahe Kulturform dar.

5-ALA ist eine natirlich vorkommende Substanz, aus der das fluoreszierende
PPIX synthetisiert wird. Wenn 5-ALA in grofien Mengen angeboten wird,
synthetisieren Zellen in Normal- und Tumorgewebe PPIX.

5-ALA wurde wegen der kurzen Halbwertszeit und der Mdglichkeit der
topischen Anwendung fiir die PDD vorgeschlagen.

Da die Prognose von Patienten mit Bronchialkarzinomen in erster Linie vom
Tumorstadium bei Diagnosestellung abhangig ist, ist es notwendig die
Frahdiagnostik zu verbessern.

Denkbar ist eine inhalative Anwendung von 5-ALA mit nachfolgender
diagnostischer Bronchoskopie.

Voraussetzung fir diese Anwendung am Patienten und fur weiterfihrende
Untersuchungen sind Kenntnisse Uber die erforderliche 5-ALA-Kontaktzeit und
Kenntnisse Uber den zeitlichen Verlauf der 5-ALA-induzierten PPIX-

Fluoreszenz von Normalgewebe.
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Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Ein 5-mindtiger Kontakt mit 5-ALA ist ausreichend, um in normalem
humanen Bronchialepithel detektierbare Mengen an PPIX-Fluoreszenz
zu induzieren.

2. Zellkulturen, die 5 oder 15 Minuten mit 5-ALA inkubiert werden, zeigen
einen fast linearen Anstieg der Fluoreszenzintensitat wahrend der ersten
90 beziehungsweise 180 Minuten. Dies ist mit bereits vorliegenden
Ergebnissen an Zellkulturen des Gastrointestinaltraktes vergleichbar. Die
Bildung von 5-ALA-induziertem PPIX erfolgt also in Abhangigkeit der 5-
ALA-Kontaktzeit.

3. In den mit 5-ALA dauerinkubierten Zellkulturen zeigt sich ein Plateau der
PPIX-Fluoreszenz nach 210 Minuten. Dies deutet auf ein Gleichgewicht
zwischen Ausschleusung der endogenen Porphyrine und Bildung neuer
Porphyrine hin.

4. Die Hbhe der Maximalintensitéat von 5-ALA-induzierter PPIX-Fluoreszenz

ist ebenfalls von der 5-ALA-Kontaktzeit abhangig.

Die Ergebnisse lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

Das Modell der dreidimensionalen Organkultur des humanen
Bronchialepithels ist geeignet, um die 5-ALA-induzierte PPIX-Fluoreszenz
zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass die 5-ALA-induzierte PPIX-
Fluoreszenzkinetik in Kulturen des normalen humanen Bronchialepithels von
der 5-ALA-Kontaktzeit abhangig ist.

Die Resultate vorliegender Experimente sind am ehesten auf die Situation
der topischen Anwendung (z.B. Inhalation) von 5-ALA Ubertragbar, da in
diesem Modell kein intaktes Gefal3system zur Verfigung steht.

Eine lokale Applikation fiur 5 oder 15 Minuten, die unter Kklinischen
Bedingungen realisierbar ware, ist nach den vorliegenden Ergebnissen fir
die PDD ausreichend.
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Ausblicke auf kunftige Fragestellungen sind:

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an Kokulturen aus Bronchialepithel
und Tumorzelllinien haben bereits gezeigt, dass die Fluoreszenzkinetik in
Tumor- und Normalgewebe &hnlich ist (Gamarra et al., 2002). Unterschiede
zeigten sich hinsichtlich der maximalen Fluoreszenzintensitaten sowie der
Zeit bis zum Auftreten der maximalen Fluoreszenz. Hob6here
Fluoreszenzintensitaten der Tumorzellinien lassen den Schluss zu, dass die
PDD fur die Fruhdiagnostik des Bronchialkarzinoms eingesetzt werden
konnte. Weitere Experimente sollen zeigen ob dies auch fur andere
Bronchialtumore reproduzierbar ist.

Jedoch sind bronchoskopische Messungen an Patienten nétig, um diese
Ergebnisse zu bestatigen.

Interessant ware, ob sich Vorstufen von Bronchialcarcinomen mittels PDD
identifizieren lassen.

Eine weitere Hoffnung besteht in der Photodynamischen Therapie von
kleinen Bronchialcarcinomen durch Erzeugung phototoxischer Schaden in
Tumorzellen.

Weitere Untersuchungen an Organkulturen sowie an Kokulturen des
humanen Bronchialepithels mit Tumorzelllinien bieten sich zur Klarung

dieser Fragen an.
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6. Verwendete Abkiirzungen

5-ALA

BEGM

DMEM

HPD

nm

OSMA

PDD

PDT

PPIX

5-Aminolavulinsaure

Bronchial Epithelial Cell Growth Medium

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Hamatoporphyrin-Derivat

Anzahl

Nanometer

Optical multichannel analyzer

Photodynamische Diagnose

Photodynamische Therapie

Protoporphyrin X
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