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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Erkrankung Leishmaniose

1.1.1 Beschreibung und Klassifikation des Parasiten Leishmania

Benannt nach dem britischen Pathologe und Tropenarzt Sir William B. Leishman
(Pschyrembel et al., 2007, S. 1083) handelt es sich bei Leishmanien um begeil3elte
Protozoen aus der Familie Trypanosomatidae.

Der Parasit kommt, wie in Abb. 1 dargestellt, in zwei morphologischen Formen vor. Die
promastigote Form ist 15 - 25 um lang, hat einen Zellkern (Nukleus) sowie eine weitere
DNA-haltige Struktur neben dem Zellkern (Kinetoplast) und ein freies, vorderes
Flagellum. Sie ist im Intestinaltrakt der Sandmiicke zu finden sowie die einzige
morphologische Form, die in Zellkultur anziichtbar ist.

Die amastigote Form ist 2 - 5 um lang, besitzt einen Nukleus und einen Kinetoplast, ist
aber unbegeiflelt. In dieser Form sind die Leishmanien obligat intrazelluldre Parasiten im
Monozyten-Makrophagensystem des Wirts (Farrar et al., 2014, S. 635; Loscher et al.,
2010, S. 600).
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Abb. 1: Morphologie der Leishmanien. Auf der linken Seite sind Leishmania Amastigote gezeigt. In dieser
Form sind die Leishmanien 2 - 5 um lang, unbegeiflelt und obligat intrazelluldre Parasiten. Auf der rechten
Seite sind Leishmania Promastigote zu sehen. In dieser Form sind die Leishmanien 15 - 25 pm lang, besitzen
ein Flagellum und sind im Intestinaltrakt der Sandmiicke zu finden (Loscher et al., 2010, S. 600).

Die verschiedenen Spezies der Gattung Leishmania sind morphologisch schwer zu
unterscheiden. Um sie zu differenzieren und zu klassifizieren werden deshalb Isoenzym
Charakterisierungen (Goldstandard) und DNA-Analysen angewendet (Cook et al., 2009, S.
1341).

Die humanpathogenen Arten des Parasiten Leishmania (L.) werden in zwei Subgenera
eingeteilt: L. (Leishmania), die in der Alten Welt (Europa, Afrika, Asien) und in der Neuen
Welt (amerikanischer Kontinent) vorkommen und L. (Viannia), die nur in der Neuen Welt
zu finden sind. Die beiden Gruppen konnen wiederum in verschiedene Spezies unterteilt
werden, von denen bis heute iiber 20 verschiedene identifiziert wurden. Die Untergattung
L. (Leishmania) kann weiterhin je nach Krankheitsbild in dermatotrope und viszerotrope
Arten unterteilt werden, wobei es einige Arten gibt, die beide Formen der Leishmaniose
hervorrufen konnen. Einige dermatotrope Arten der Untergattung L. (Viannia) kénnen sich
auf die Schleimhiute ausbreiten und werden daher zusétzlich als mukotrop bezeichnet
(Farrar et al., 2014, S. 635).

Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die Taxonomie der Leishmanien, wobei zu beachten ist,
dass die Klassifizierung international nicht einheitlich erfolgt (Ldscher et al., 2010, S.

600).
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Untergattung L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Alte Welt L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killicki ®
L. aethiopica
Neue Welt L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi ? L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami ? L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis ®
Tropismus Viszerotrop Dermatotrop Dermatotrop Mukotrop
2 Spezies unter Diskussion
b Taxonomische Position unter Diskussion

Tab. 1: Uberblick iiber humanpathogene Leishmanien. Die Tab. zeigt die Einteilung des Parasiten
Leishmania (L.): Es werden die Subgenera L. (Leishmania) und L. (Viannia) unterschieden, die sich in ihrer
geographischen Verbreitung unterscheiden (Alte Welt und Neue Welt). Die beiden Gruppen konnen
wiederum in verschiedene Spezies unterteilt werden, die je nach der von ihnen hervorgerufenen Form der
Leishmaniose weiter in viszerotrope, dermatotrope und mukotrope Arten unterteilt werden konnen.
Modifiziert nach (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 7, Tab.1).

1.1.2 Epidemiologie und geographische Verbreitung der Leishmaniose

Unter Leishmaniose versteht man eine Gruppe von Erkrankungen, die durch 20
verschiedene Arten der Gattung Leishmania hervorgerufen werden. Es werden drei
Hauptgruppen unterschieden: Die viszerale, die kutane und die mukokutane Leishmaniose
(Farrar et al., 2014, S. 631). Die Erkrankung wird zu den ,,Neglected Tropical Diseases*
(Farrar et al, 2014, S. 631) gezihlt, da es Schitzungen nach 1 - 2 Millionen
Neuerkrankungen und 40.000 Todesfille pro Jahr gibt (RKI, 2014). Uber 350 Millionen
Menschen leben in Risikogebieten (Farrar et al., 2014, S. 631), in denen die
Erkrankungsfdlle momentan noch zunehmen (RKI, 2011, S. 130). Zu den Risikogebieten
zéhlen 98 Léinder der Erde, die sich iiber fast alle Kontinente verteilen. Die betroffenen
Lander werden in die Alte Welt, wozu Asien, Afrika und Stideuropa zéhlen und die Neue
Welt, die den Siidamerikanischen Kontinent umfasst, unterteilt (Farrar et al., 2014, S. 631).

Da auch Siideuropa zu den betroffenen Gebieten gehort, gibt es durch den Tourismus auch
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jéhrlich Félle in Deutschland. Im Jahr 2013 wurden zehn Fille kutaner, aber kein Fall
viszeraler Leishmaniose gemeldet. Von den zehn kutanen-Leishmaniose-Fillen stammten
acht aus Europa (sechs aus Spanien und zwei aus Malta) sowie zwei aus dem Iran und
Syrien (RKI, 2014).

In der Regel erstreckt sich die Ausbreitung der Erkrankung aber zwischen dem 45.
Breitengrad Nord und dem 32. Breitengrad Siid und korreliert mit dem Lebensraum der
iibertragenden Sandmiicke (Cook et al., 2009, S. 1344). Die Leishmaniose der Alten Welt
tritt typischerweise in halbtrockenen Gebieten oder der Wiiste auf. Die der Neuen Welt in
tropischen und subtropischen Wéldern (Farrar et al., 2014, S. 632; Sanchez, 2014a).

Die Erkrankung ist mit soziookonomischen Faktoren wie Armut, &rmlichen
Wohnverhéltnissen und mangelnden Ressourcen assoziiert. Auflerdem  zdhlt
Immunsuppression durch Untererndhrung oder durch eine HIV-Koinfektion zu den
Risikofaktoren fiir die Reaktivierung einer ausgeheilten Erkrankung. Die Epidemiologie
der Leishmaniose wird zudem durch Bevolkerungsmigration, Umwelt- und

Klimaverdanderungen beeinflusst (WHO, 2015a, n.d.).

Die kutane Leishmaniose ist weltweit verbreitet. Allerdings ereignen sich wie Abb. 2

zeigt, liber 90 % der 700.000 - 1,5 Millionen jdhrlichen Neuerkrankungen in Siidamerika,
dem Mittelmeerraum (Nordafrika und Siideuropa), dem Mittleren Osten und in
Zentralasien. Zu den meist betroffenen Léndern gehdren Afghanistan, Syrien, Pakistan,
Iran, Saudi Arabien, Algerien, Peru, Kolumbien und Brasilien (Farrar et al., 2014, S. 632;
WHO, 2015a).
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Abb. 2: Weltweite Verbreitung der kutanen Leishmaniose (CL) im Jahr 2013. Modifiziert nach (WHO,
2015b).

Die kutane Leishmaniose der Alten Welt (Orient- oder Aleppobeule), wird hauptséchlich

durch L. tropica und L. major sowie seltener durch L. aethiopica ibertragen (Magill, 2013,
S. 751). Dermatotrope enzymatische Varianten der normalerweise viszerotropen Spezies
L. infantum konnen zudem die kutane Leishmaniose des Mittelmeerraums verursachen
(Farrar et al., 2014, S. 635; Loscher et al., 2010, S. 604).

L. major und L. aethiopica werden als Zoonose iibertragen, wobei das Verbreitungsgebiet
von L. major von Nordafrika bis Siid-Ostasien reicht und das von L. aethiopica auf
Athiopien und Kenia beschrinkt ist (Farrar et al., 2014, S. 635; Magill, 2013, S. 751-752).
Hierbei kann L. aethiopica die Sonderform der diffusen kutanen Leishmaniose hervorrufen
(Farrar et al., 2014, S. 641). Durch L. tropica kann die Erkrankung auch als Anthroponose
iibertragen werden. Das Verbreitungsgebiet dieser Art ist kleiner als das von L. major
(Farrar et al., 2014, S. 635; Magill, 2013, S. 751-752). L. tropica ist fiir die Entstehung der
Leishmaniasis recidivans, einer weiteren Sonderform, verantwortlich (Farrar et al., 2014,
S. 641).

An der Ubertragung der kutanen Leishmaniose der Neuen Welt sind Arten der Subgattung

L. (Leishmania) und L. (Viannia) beteiligt. Die wichtigsten humanpathogenen Arten sind
L. (Leishmania) mexicana, L. (Leishmania) amazonensis, L. (Leishmania) venezuelensis
sowie L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) panamensis, L. (Viannia) peruviana und

L. (Viannia) guyanensis (Sanchez, 2014b).
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L. (Leishmania) amazonensis und seltener L. (Leishmania) mexicana konnen die diffuse
kutane Leishmaniose der Neuen Welt hervorrufen. L. (Viannia) braziliensis ruft
gelegentlich eine Leishmaniasis recidivans hervor (Farrar et al., 2014, S. 641). Alle Arten
werden als Zoonosen iibertragen (Cook et al., 2009, S. 1344).

Die mukokutane Leishmaniose, auch genannt Espundia, gibt es nur in der Neuen Welt. Die
Lander Bolivien, Brasilien und Peru sind besonders betroffen (WHO, 2015a). Sie ist eine
seltene Komplikation der kutanen Leishmaniose, die vor allem nach Infektion mit

L. (Viannia) braziliensis auftritt (Farrar et al., 2014, S. 635).

Die viszerale Leishmaniose, auch Kala-Azar genannt, ist wie Abb. 3 zeigt, im indischen

Subkontinent sowie in Ostafrika und Brasilien endemisch. Neunzig Prozent der Fille
ereignen sich in sechs Lindern: Bangladesch, Indien, Siidsudan, Sudan, Athiopien und
Brasilien. Jédhrlich werden ca. 200.000 - 400.000 Neuerkrankungen gemeldet
(WHO, 2015a).
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Abb. 3: Weltweite Verbreitung der viszeralen Leishmaniose (VL) im Jahr 2013. Modifiziert nach
(WHO, 2015¢).

Die viszerale Leishmaniose der Alten Welt wird in Ostafrika und Indien durch L. donovani

als Anthroponose von Mensch zu Mensch iibertragen (Farrar et al., 2014, S. 631).
Eine Komplikation der durch L. donovani iibertragenen viszeralen Leishmaniose ist das

Post-Kala-Azar dermale Leishmanoid (Farrar et al., 2014, S. 639).
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Im Mittelmeerraum, mittleren Osten, Zentralasien und China wird die viszerale
Leishmaniose durch L. infantum als Zoonose von Tieren auf den Mensch {ibertragen.

Die viszerale Leishmaniose der Neuen Welt wird ebenfalls als Zoonose durch L. infantum

(hier Synonym L. chagasi) libertragen, besonders betroffen ist das Land Brasilien (Farrar

etal.,, 2014, S. 631-632; Magill, 2013, S. 743).

1.1.3 Lebenszyklus des Parasiten Leishmania

Die meisten Leishmaniosen sind Zoonosen, wobei viele verschiedene Siugetiere als Wirt
fungieren. In der Alten Welt sind das unter anderem im hduslichem Umfeld lebende sowie
wild lebende Hunde, Fiichse, Wolfe, Schakale, Waschbédren, Nagetiere, Schliefer,
Erdferkel und Rennmause (Cook et al., 2009, S. 1343; Farrar et al., 2014, S. 633). In der
Neuen Welt sind es die in den Wildern Zentral- und Siidamerikas lebenden Tiere, wie zum
Beispiel Waldnagetiere, Faultiere, Giirteltiere, Tamanduas und das Opossum (Cook et al.,
2009, S. 1343; Farrar et al., 2014, S. 633).

Die durch L. donovani und L. tropica verursachte Leishmaniose wird dagegen nur
(L. donovani) bzw. meistens (L. tropica) von Mensch zu Mensch {ibertragen
(Anthroponose) (Cook et al., 2009, S. 1343).

Die Wirte fungieren als natiirliches Reservoir und sind somit fiir den Fortbestand der
Leishmanien in der Natur verantwortlich. Die meisten dieser Wirte sind gut an die
Leishmanien gewdhnt und erkranken deshalb nur mild. Sie werden auch als latente
Infektionstrager bezeichnet. Eine wichtige Ausnahme sind Hunde, sie erkranken meistens
schwer und versterben (Cook et al., 2009, S. 1343). Durch Infektion von Tieren, die in der
Umgebung des Menschen leben, wird die Infektionskette zum Menschen geschlossen

(Loscher et al., 2010, S. 602).

Die Ubertragung der Leishmanien auf den Wirt findet durch Sandmiicken (Phlebotomen)
statt. Es sind etwa 1000 Arten von Sandmiicken bekannt (Farrar et al., 2014, S. 633), die
fiinf Gattungen zugeordnet werden konnen: Phlebotomus und Sergentomyia in der Alten
Welt und Lutzomyia, Brumptomyia und Warileya in der Neuen Welt (Cook et al., 2009, S.

1342). Von den bekannten Arten gelten 70 als Vektoren fiir Leishmanien. Sie gehoren alle

10
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zu den Gattungen Phlebotomus und Lutzomyia. Die verschiedenen Sandmiickenspezies
iibertragen jeweils bestimmte Leishmanienarten (Farrar et al., 2014, S. 633).

Die Sandmiicken sind 1,5 - 2,5 mm lange, behaarte Miicken. Wie Abb. 4 zeigt, sind sie an
ithrer V-formigen Fliigelstellung zu erkennen (Magill, 2013, S. 740).

Abb. 4: Sandmiicke bei der Blutmahlzeit. Bereitgestellt von
(WHO, 2013).

Die Sandmiicken bewegen sich mit hiipfenden Bewegungen fort (Magill, 2013, S. 740),
weshalb ihr Flugradius begrenzt ist. Sie werden erst zur Ddmmerung aktiv. Wéhrend des
Tages halten sie sich dagegen an schattigen, feuchten Orten auf dem Erdboden auf (Farrar
et al., 2014, S. 633). Hier findet wahrscheinlich auch die Entwicklung der Larven zur
Miicke statt. Sie dauert je nach Spezies, Temperatur und Nahrungsangebot 30 - 60 Tage.
Die weiblichen Sandmiicken bendtigen eine Blutmahlzeit um ihre Eier legen zu kdnnen
(Farrar et al., 2014, S. 633).

Ist der Wirt infiziert, nimmt die weibliche Sandmdiicke, wie in Abb. 5 dargestellt, durch die
Blutmahlzeit die intrazelluldren (selten extrazelluldren), amastigoten Leishmanien auf
(Cook et al., 2009, S. 1343—-1344). Die Sandmiicken bleiben dann ihr komplettes Leben
(einige Wochen) infektios (Magill, 2013, S. 742). Im Darm der Miicke wandeln sich die
amastigoten Leishmanien in die promastigote Form um. Die Vermehrung der
Promastigoten findet bei der L. (Leishmania) Subgattung im Mitteldarm und bei der L.
(Viannia) Subgattung im Mittel- und Hinterdarm statt. Unabhingig davon wo die
Vermehrung stattgefunden hat, wandern die Promastigoten in den Saugriissel der Miicke.
In diesem Stadium sind sie fiir den Saugetierwirt infektios, da die Parasiten mit der

nichsten Blutmahlzeit auf einen neuen Wirt {ibertragen werden konnen (Farrar et al., 2014,

11
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S. 636). Der Vorgang von der Aufnahme der Parasiten bis zur erneuten Ubertragung dauert
sieben bis zehn Tage (Magill, 2013, S. 740). Die Ubertragung auf den Wirt wird durch den
Speichel der Sandmiicke vereinfacht, da er unter anderem vasodilatierende,
gerinnungshemmende und immunsupprimierende Substanzen enthélt (Cook et al., 2009,
S. 1344).

Nach Inokulation der Promastigoten in die Haut (Ldscher et al., 2010, S. 602), konnen
diese der angeborenen Immunabwehr entkommen, indem sie von phagozytierenden Zellen
aufgenommen werden. Die Aufnahme wird durch spezielle Oberflichenmolekiile auf den
Parasiten erleichtert. Nach der Aufnahme befinden sich die Leishmanien dann in einem
speziellen intrazelluliren Kompartiment, dem Phagolysosom. Dort wandeln sie sich in die
amastigote Form um, die an die Bedingungen im Phagolysosom angepasst ist und sich hier
replizieren kann (Ritter, 2012, S. 124—-125). Makrophagen und Neutrophile sind dabei die
Immunzellen mit zentraler Bedeutung fiir die Replikation der Leishmanien (Ritter, 2012,
S. 127). Nach einiger Zeit platzen die Wirtszellen und die Amastigoten werden freigesetzt.
Sie werden dann von weiteren phagozytierenden Zellen aufgenommen und breiten sich im
Korper des Wirts aus (Ritter, 2012, S. 125). Der Zyklus schlieB3t sich mit einer weiteren
Blutmabhlzeit der weiblichen Sandmiicke (Farrar et al., 2014, S. 636).

12
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Abb. 5: Lebenszyklus der Leishmanien. Der Zyklus beginnt mit einer Blutmahlzeit der weiblichen
Sandmiicke, durch die sie von einem infizierten Wirt amastigote Leishmanien aufnimmt (1 und 2). Nach
Umwandlung und Vermehrung im Darm wandern die Promastigoten in den Saugapparat der Miicke (3 und
4). Mit der ndchsten Blutmahlzeit kdnnen die Parasiten auf den Wirt libertragen werden (5). Nach
Inokulation werden die Promastigoten von phagozytierenden Zellen aufgenommen, in denen sie sich in
Amastigote umwandeln und replizieren (6 und 7). Nach einiger Zeit platzen die Wirtszellen und die
Amastigoten breiten sich im Korper des Wirts aus (8). Der Zyklus schlieit sich mit einer weiteren
Blutmahlzeit der Sandmiicke. Modifiziert nach (Farrar et al., 2014, S. 636 Abb. 47.6).

1.1.4 Adaptive Inmunantwort gegen die Leishmanien

Mit einiger Verzdgerung kommt es zur Entwicklung einer adaptiven Immunantwort gegen
die Leishmanien, die sich in den Immunzellen des Wirts verstecken (Ritter, 2012, S. 126).
Sie beginnt, indem spezielle antigenprdsentierende Zellen Leishmanien-Antigene
prozessieren und iiber MHC Klasse II Molekiile naiven CD4 " T-Zellen prisentieren. Diese
Prisentation erfolgt in den hautdrainierenden Lymphknoten. In Anwesenheit von
Zytokinen wie Interleukin (IL)-12 und IL-2 fiihrt die Aktivierung der naiven CD4" T-
Zellen zur Ausbildung und Replikation von antigenspezifischen T-Helfer 1 (TH1)-Zellen,
die auch als TH1-Effektorzellen bezeichnet werden (Ritter, 2012, S. 126—127). Bei THI-
Zellen handelt es sich um eine Untergruppe der CD4" T-Helfer-Zellen, fiir die unter
anderem die Interferon-y (IFN-y) Produktion und die Expression des Oberflichenmarkers

CDA40L kennzeichnend ist (Ritter, 2012, S. 127). Nachdem die TH1-Effektorzellen an den
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Ort der Infektion gewandert sind, aktivieren sie dort die infizierten Makrophagen. Dies
geschieht durch die Produktion von Zytokinen wie IFN-y und der Interaktion ihres
Oberflachenmarkers CD40L mit dem Oberflaichenmarker CD40 der Makrophagen (Ritter,
2012, S. 128). Die aktivierten Makrophagen exprimieren das Enzym induzierbare NO-
Synthase und produzieren so intrazelluldr leishmanizides Stickstoffmonoxid (NO).
Dadurch werden die in den Immunzellen liegenden Parasiten abgetotet (Ritter, 2012, S.
127).

Die Entwicklung einer CD4" THI vermittelten Immunantwort ist also essentiell fiir die
effektive Bekdmpfung der Parasiten und fiir die Heilung (Ritter, 2012, S. 127). Neben der
CD4" zellvermittelten Immunantwort konnen auch iiber MHC Klasse I Molekiile aktivierte
antigenspezifische CD8" zytotoxische T-Zellen eine Rolle bei der Elimination der
Leishmanien spielen (Ritter, 2012, S. 128).

Die verschiedenen T-Zellen werden jeweils von bestimmten antigenpréisentierenden Zellen
aktiviert. Die fiir die Immunantwort so wichtigen CD4" TH1-Zellen entstehen durch die
Interaktion von Langerin~ dermalen dendritischen Zellen (dDZ) mit naiven CD4" T-Zellen
(Ritter, 2012, S. 131). Durch die Interaktion von Langerin” dDZ mit naiven CD8" T-Zellen
entstehen antigenspezifische CD8" T-Zellen (Ritter, 2012, S. 132). Langerhanszellen
aktivieren naive CD4" T-Zellen zu IL-10 und IFN-y produzierenden CD4" T-Zellen. Diese
Zellen scheinen keine Rolle bei der Bekdmpfung der Parasiten zu spielen, wohl aber bei

der Chronifizierung der Erkrankung (Ritter, 2012, S. 131-133).

1.1.5 Klinik der kutanen, mukokutanen und viszeralen Leishmaniose

Wie und ob sich die Infektion mit Leishmanien klinisch zeigt, hingt zum einen von der
Leishmanienspezies und den moglicherweise jahrelang intrazelluldr persistierenden
Amastigoten ab. Zum anderen ist der klinische Verlauf von genetischen Faktoren und dem
Immunstatus des Wirts abhéngig (Farrar et al., 2014, S. 636; Ritter, 2012, S. 125).

Die unterschiedlichen klinischen Verldufe werden im Folgenden dargestellt:

Bei der spontan heilenden, lokalisierten Form der kutanen Leishmaniose (LCL; engl.:

localized cutaneous leishmaniasis), verbleiben die Amastigoten nach Inokulation in der

Nihe der Einstichstelle und es kommt zu einer effektiven zellvermittelten Immunantwort,
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die sich bei den meisten Patienten in einer Typ-IV-Hypersensitivititsreaktion zeigt (Ritter,
2012, S. 126). Nach einer Inkubationszeit von Wochen bis Monaten (RKI, 2011, S. 130)
entwickelt sich zunéchst eine rote Papel, die sich langsam zu einem Nodus vergréBert und
nach einigen Monaten ihre endgiiltige GroBe von bis zu 10 cm Durchmesser erreicht.
Danach entwickelt sich, wie in Abb. 6 zu sehen, ein Ulkus mit erhabenem Randwall,
dessen Mitte mit einer Kruste bedeckt sein kann (Farrar et al., 2014, S. 640; RKI, 2011, S.
130). Das histologische Korrelat entspricht einer Infiltration der Haut mit Histiozyten
voller Amastigoten sowie Lymphozyten und Plasmazellen (Farrar et al., 2014, S. 638). Die
Lisionen sind schmerzlos, konnen multiple auftreten und entstehen meist an unbedeckten
Korperteilen wie im Gesicht und an den Extremititen (RKI, 2011, S. 130) Die LCL der
Neuen Welt kann auch das Ohrlidppchen betreffen, sie wird dann als Chiclero-Ulkus
bezeichnet (Sanchez, 2014b). Eine systemische Entziindungsreaktion fehlt in der Regel,
allerdings kann es bei einigen Arten zur Ausbreitung entlang der LymphgefaBe kommen
(Farrar et al., 2014, S. 640). Die Lisionen heilen abhingig von der Spezies innerhalb von
Monaten bis Jahren unter Narbenbildung von selbst ab (Farrar et al., 2014, S. 641). Danach
besteht dauerhaft Immunitét, die vor einer Reinfektion schiitzt (Ritter, 2012, S. 126).

Abb. 6: Kind mit kutaner Leishmaniose. Bereitgestellt von
(WHO, 2013).

Kommt es dagegen zu keiner ausreichenden zellvermittelten Immunitit, entsteht die nicht

heilende, diffuse kutane Leishmaniose, bei der sich die Parasiten in andere Hautareale

ausbreiten (Ritter, 2012, S. 126). Klinisch imponieren nicht-ulzerierende Knoten, die sich
fast tiber den kompletten Korper verteilen und nie spontan abheilen (Farrar et al., 2014, S.
641). Ein dhnliches Bild zeigt sich bei der lepromatdsen Lepra, die deshalb eine wichtige
Differentialdiagnose ist (Loscher et al., 2010, S. 609). Die Histologie der betroffenen
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Areale zeigt Makrophagen voller Amastigoten, aber kaum Lymphozyten (Farrar et al.,
2014, S. 638).

Eine weitere nichtheilende, chronische Form der kutanen Leishmaniose, die durch eine

fehlerhafte Immunantwort entsteht (Magill, 2013, S. 752), ist die Leishmaniasis recidivans.
Hier bilden sich, wie in Abb. 7 dargestellt, im AuBenbereich einer narbig abgeheilten
Primérldsion nach ein bis zwei Jahren neue Papeln. Der abgeheilte, innere Teil der Lésion
ist also von einem nicht heilenden, dufleren Bereich umgeben. Héufig sind die Lésionen im
Gesicht lokalisiert und dhneln denen des Lupus vulgaris (Farrar et al., 2014, S. 641;
Loscher et al., 2010, S. 608). Die Histologie zeigt im dufleren Bereich nicht-verkdsende

Granulome, die wenig Parasiten enthalten (Magill, 2013, S. 752).

Abb. 7: Leishmaniasis recidivans. Die dargestellte Lasion besteht aus
einem narbig abgeheilten inneren Bereich und einem aktiven, dufleren
Bereich in dem sich neue Papeln gebildet haben. Modifiziert nach
(Reithinger et al., 2007).

Bei der mukokutanen Leishmaniose kommt es Wochen bis Jahre nach Abheilung einer

kutanen Leishmaniose dhnlichen Lésion zur sekundiren Ausbreitung auf die Schleimhaut
des Nasen-Rachenraumes (Ritter, 2012, S. 126).

Typische Symptome sind dabei Epistaxis und eine verstopfte Nase (Farrar et al., 2014, S.
642; Loscher et al., 2010, S. 609). Histologisch zeigt sich besonders im Bereich der
Arteriolen ein entzilindliches Infiltrat aus Lymphozyten und Makrophagen, die kaum
Parasiten enthalten. Die damit assoziierte Vaskulitis fiihrt schnell zu Ulzerationen der
Schleimhaut (Farrar et al., 2014, S. 638). Im Verlauf kommt es zur Zerstdrung des
Nasenseptums, des Gaumens und der Lippen, bis zur kompletten Verstiimmelung des
Gesichts (Farrar et al., 2014, S. 642; RKI, 2011, S. 131). Das fiihrt zu hohem Leidensdruck

der Patienten (Farrar et al., 2014, S. 642). Die Lésionen konnen sich auch in den Larynx
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und die Trachea ausbreiten. Hiufige Symptome sind dabei Heiserkeit, Husten,
Schluckbeschwerden und Atemnot. Im Endstadium der Erkrankung ist eine komplette
Verlegung der Atemwege moglich. Aspirationspneumonien und Superinfektionen sind
eine hiufige Todesursache (Farrar et al., 2014, S. 642; Loscher et al., 2010, S. 609-610).
Wichtige Differentialdiagnosen sind Mykosen, Syphilis, Lepra und Neoplasien der Haut
(Loscher et al., 2010, S. 610).

Bei der viszeralen Leishmaniose verbleiben die Parasiten nicht an der Einstichstelle,

sondern infiltrieren die inneren Organe. Vor allem Leber, Milz, Lymphknoten und
Knochenmark sind betroffen (Ritter, 2012, S. 125). Die Histologie ist dabei
organspezifisch, es kommt aber iiberall zur Hyperplasie des retikuloendothelialen Systems
mit Proliferation von parasitenbeladenen Makrophagen (Farrar et al., 2014, S. 636).

Nach einer Inkubationszeit von in der Regel zwei bis sechs Monaten, die allerdings auch
zehn Tage bis zwei Jahre dauern kann, kommt es zu typischen Symptomen. Dazu gehoren
eine deutliche Splenomegalie, etwas seltener und weniger ausgeprigt eine Hepatomegalie,
remittierendes Fieber und Panzytopenie. Letztere fiihrt zu Andmie, erhdhter
Blutungsneigung und Infektanfilligkeit. Haufig kommt es auflerdem zur Mitbeteiligung
des Respirationstrakts und des Intestinaltrakts (Farrar et al., 2014, S. 638; Sanchez, 2014a).
Bei Patienten im Sudan kann es zu Lymphadenopathie kommen, bei der indischen
viszeralen Leishmaniose kann in seltenen Fillen eine Hyperpigmentierung der Haut
beobachtet werden, weshalb die Krankheit auch Kala-Azar (schwarzes Fieber) genannt
wird (Farrar et al., 2014, S. 639). Die Krankheit schreitet {iber Monate bis Jahre langsam
voran. Im Verlauf kommt es zu Gewichtsverlust. Gleichzeitig zeigen die Patienten, wie in
Abb. 8 gezeigt, durch die extreme Splenomegalie, teilweise in Kombination mit
Hepatomegalie einen vergroBerten Bauchumfang. Es kann zur Ausbildung von Odemen
bis zu Anasarka kommen (Farrar et al., 2014, S. 639; Sanchez, 2014a). Seltener kommt es
zu fulminanten Leberfunktionsstorungen mit Ikterus und Aszites, die als prognostisch
schlechte Zeichen zu werten sind (Loscher et al., 2010, S. 607). Unbehandelt verlauft die
viszerale Leishmaniose in den meisten Féllen letal. Der Tod tritt meist durch
Superinfektionen, extreme Andmie oder schwere Blutungen ein (RKI, 2011, S. 131).
Neben der manifesten Verlaufsform gibt es auch die hdufigeren asymptomatischen und
subklinischen Verldufe (Farrar et al., 2014, S. 639). Eine Ausnahme sind dabei HIV-
Infizierte, bei ihnen verlduft die Erkrankung meist atypisch und fulminant (Ldscher et al.,

2010, S. 607). Differentialdiagnostisch sind vor allem Erkrankungen, die mit Fieber,
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Hepatosplenomegalie und Blutbildverdnderungen einhergehen zu beriicksichtigen

(Loscher et al., 2010, S. 610).

Abb. 8: Midchen mit viszeraler Leishmaniose. Bereitgestellt von
(WHO, 2013).

Monate bis Jahre nach Behandlung der viszeralen Leishmaniose kann es zu einem Post-

Kala-Azar dermalen Leishmanoid (PKDL) kommen. Selten wird es auch gleichzeitig mit

einer viszeralen Leishmaniose oder ohne vorangegangene viszerale Leishmaniose
beobachtet (Farrar et al., 2014, S. 639; Ldscher et al., 2010, S. 607). Risikofaktoren fiir die
Entwicklung eines PKDL sind eine nicht abgeschlossene oder ungeeignete Behandlung
sowie die Behandlung mit 5-wertigen Antimonpréparaten (Farrar et al., 2014, S. 639).

Wie Abb. 9 zeigt, kommt es bei dem PKDL oft zu gemischt makulonoduldren Lésionen.
Der Ausschlag kann aber auch als hypopigmentierte Makulae imponieren. Die Lisionen
beginnen meist im Gesicht und kénnen sich auf weitere Korperteile ausbreiten (Farrar et

al., 2014, S. 639).

Abb. 9: Patient mit einem Post-Kala-Azar dermalen Leishmanoid.
Bereitgestellt von (WHO, 2013).
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1.1.6 Diagnostik der Leishmaniose

Das Aussehen der Lisionen der kutanen Leishmaniose kann stark variieren, wodurch wie

oben beschrieben, andere Hauterkrankungen als Differentialdiagnosen in Betracht
kommen. Deshalb wird weitere Diagnostik benétigt, um den klinischen Verdacht zu
bestétigen (Farrar et al., 2014, S. 644).

Sehr zuverldssig ist der direkte Erregernachweis in Gewebeproben. Das Material wird

durch Abkratzen, Ausdriicken von Fliissigkeit, Feinnadelaspiration oder Stanzbiopsien
gewonnen (Farrar et al., 2014, S. 644; Loscher et al., 2010, S. 611). Mittels Mikroskopie,
Kultur und Polymerasekettenreaktion (PCR; engl.: polymerase chain reaction) wird der
Erreger dann nachgewiesen (RKI, 2011, S. 131). In Endemiegebieten ist oft nur die
mikroskopische Untersuchung moglich, da die anderen Methoden mit einem hohen
technischen Aufwand verbunden sind (Farrar et al., 2014, S. 644). Eine
Speziesidentifizierung sollte dennoch angestrebt werden, da in einigen Gebieten
verschiedene Leishmanienarten als Erreger der kutanen Leishmaniose in Frage kommen
(Farrar et al., 2014, S. 644; Loscher et al., 2010, S. 612).

Die Antikdrperproduktion ist bei der kutanen Leishmaniose meist gering ausgepragt,
weshalb serologische Tests keine groe Bedeutung in der Diagnostik haben (Farrar et al.,

2014, S. 644).

Als weiteres diagnostisches Mittel steht der Leishmanin skin test (LST, Montenegro Test)

zur Verfligung. Dabei wird intrakutan Leishmanienantigen injiziert und eine Typ-IV-
Hypersensitivititsreaktion erzeugt (Farrar et al., 2014, S. 644). Er fillt bei der LCL, der
Leishmaniasis recidivans und der mukokutanen Leishmaniose in der Regel positiv aus. Bei
der diffusen kutanen Leishmaniose ist er immer negativ (Loscher et al., 2010, S. 611;

Magill, 2013, S. 757; Ritter et al., 1996).

Der Verdacht auf eine viszerale Leishmaniose sollte vor Beginn einer Therapie ebenfalls

bestitigt werden (Farrar et al., 2014, S. 643).

Die fiir den direkten Erregernachweis bendtigen Proben konnen aus der Milz, dem

Knochenmark, der Leber oder vergroBBerten Lymphknoten gewonnen werden (Ldscher et
al., 2010, S. 610). Nach Gewinnung des Aspirats wird es auf einem Objekttriger
ausgestrichen und unter anderem nach Giemsa oder Leishman gefirbt. Dann konnen

amastigote Leishmanien lichtmikroskopisch nachgewiesen werden (Loscher et al., 2010, S.
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610). Die hochste Sensitivitit mit > 95 % Amastigotennachweis hat ein Aspirat aus der
Milz (Magill, 2013, S. 747). Da in vielen Risikogebieten die korrekte Technik der
Milzpunktion nicht bekannt ist, wird dort die weniger sensitive Knochenmarksaspiration
(50 - 85 %) bevorzugt durchgefiihrt (Magill, 2013, S. 747).

Bei der Untersuchung des gewonnenen Aspirats konnen durch eine Kultur bessere
Ergebnisse erreicht werden. Wéhrend der Anziichtung in speziellen Ndhrmedien wandeln
sich die Amastigoten in Promastigote um. Sie wachsen langsam und sind nach Tagen bis
Wochen mikroskopisch sichtbar (Farrar et al., 2014, S. 643; Loscher et al., 2010, S. 610).
Eine PCR weist Leishmanien DNA in Aspiraten, Blut und Urin mit hoher Sensitivitit und
Spezifitdt nach. Bei der PCR besteht zudem die Moglichkeit der Differenzierung der
einzelnen Spezies. Wegen hoher Kosten und groBem Aufwand bei der Durchfiihrung,
sowie moglicher falsch positiver Ergebnisse bei klinisch Gesunden, ist die PCR aber
dennoch keine Routinediagnostik in Endemiegebieten (Farrar et al., 2014, S. 644).

Neben dem direkten Erregernachweis kommen wegen der hohen Antikdrpertiter im akuten

Stadium der viszeralen Leishmaniose auch serologische Methoden in Frage (Magill, 2013,

S. 747). Dazu zdhlen der indirekte Immunofluoreszenz-Antikorper-Test (IFAT), der
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sowie der direkte Agglutinationstest (DAT)
und der immunchromatografische rK39 Antikorpertest (rK39 ICT) (Farrar et al., 2014, S.
643; Magill, 2013, S. 747). Wegen seiner leichten und schnellen Durchfiihrbarkeit hat sich
der K39 ICT zur Erstdiagnose in Endemiegebieten durchgesetzt (Farrar et al., 2014, S.
643). Die Sensitivitdt des rK39 ICT variiert je nach Gebiet, sie ist in Indien hoher als in
Ostafrika und Brasilien. Zudem ist die Sensitivitdt bei allen serologischen Tests bei HIV-
koinfizierten Patienten erniedrigt (Farrar et al., 2014, S. 644; Loscher et al., 2010, S. 611).
Weitere Nachteile der serologischen Tests sind, dass bei Patienten nach durchgemachter
Infektion jahrelang spezifische Antikdrper vorhanden sind, weshalb ein Riickfall nicht
durch Antikérpernachweis bestdtigt werden kann. Auflerdem gibt es in den
Endemiegebieten  Individuen ohne Krankengeschichte, die aufgrund einer
asymptomatischen Infektion positiv auf Leishmanienantikdrper getestet werden (Farrar et
al., 2014, S. 643—-644).

Der LST fallt wihrend der akuten viszeralen Leishmaniose typischerweise negativ aus.
Nach Heilung ist innerhalb von sechs Wochen bis zw6lf Monaten bei fast allen Patienten
ein positives Ergebnis zu erwarten (Magill, 2013, S. 748). Der LST hat also in der akuten
Diagnostik keine Bedeutung, wird aber in Instituten zur epidemiologischen Erfassung der

Leishmaniose verwendet (Farrar et al., 2014, S. 644).
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1.1.7 Therapie der Leishmaniose

Die bei der Therapie der Leishmaniose verwendeten Medikamente sollten unter Aufsicht
und engmaschiger Kontrolle durch medizinisches Personal gegeben werden, da sie
nebenwirkungsreich sind und ein geringes therapeutisches Fenster haben (Ldscher et al.,
2010, S. 612—-613; WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S.

54-57). In Tab. 2 sind die gebrduchlichen Medikamente zusammengefasst.

5-wertige Antimone (SBY) (Natrium-Stibogluconat, Myalgien, Arthralgien, Ubelkeit, Abdominelle Beschwerden,
Megluminantimonat), i. v, i. m., perilisional Erhohung der Pankreas- und Leberwerte, Herzrhythmusstérungen
und QT-Zeit Verldngerung

Amphotericin B, i.v. Infusionsreaktionen und Nephrotoxizitét
Polyen-Antimykotikum

Liposomales Amphotericin B, i. v Deutlich weniger als bei konventionellem Amphotericin, aber
Lipidbasierte Formulierung dennoch zu beachten

Miltefosin, oral Gastrointestinale NW wie Erbrechen und Durchfall, Erhhung der
Alkylphosphocholin Leber- und Nierenwerte, Teratogen

Paromomycin i. m., topisch Schmerzen an der Injektionsstelle, reversible Ototoxizitét,
Aminoglykosid Antibiotikum Leberwerterhohung, selten Niereninsuffizienz

Pentamidin i. v., i. m. Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz, Myokarditis

Azole, oral, Arzneimittelinteraktionen

Antimykotika

Tab. 2: Medikamente der Leishmaniose-Therapie Stand 2010 (Loscher et al., 2010, S. 612-613; WHO
Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 55-57).

Die kutane Leishmaniose der Alten Welt heilt in mehr als der Héalfte der Fille innerhalb

von 6 - 15 Monaten unter Narbenbildung spontan ab. Deshalb ist eine Therapie nicht
zwingend erforderlich. Um sekundire Infektionen und Narbenbildung zu minimieren, wird
oft dennoch eine Therapie durchgefiihrt (Ldscher et al., 2010, S. 613). Diese sollte jedoch,
falls moglich, lokal erfolgen, um schwerwiegende Nebenwirkungen der Medikamente zu
vermeiden (Ldscher et al., 2010, S. 613; WHO Expert Committee on the Control of the
Leishmaniases, 2010, S. 60). Lokal werden vor allem Infektionen durch L. major
therapiert. Es sollten weniger als vier Lasionen vorhanden sein und der Durchmesser der
Liasionen < 5 c¢cm sein (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases,
2010, S. 60-61).

Zur lokalen Behandlung konnen S5-wertige Antimonpréiparate perildsional appliziert

werden und Paromomycin 15 % + Methylbenzethoniumchlorid 12 % als Salbe aufgetragen
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werden. Als nichtmedikamentdse Option stehen topische Kryotherapie (fliissiger Stickstoff
bei - 195 °C) und Thermotherapie (50 °C fiir 30 Sekunden) zur Verfiigung (WHO Expert
Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 61). Obwohl die Effektivitat

beider Verfahren in Studien gezeigt werden konnte (WHO Expert Committee on the
Control of the Leishmaniases, 2010, S. 61), haben sie entscheidende Nachteile: Bei der
Kryotherapie besteht das Problem, dass sie in lokalen Versorgungszentren kaum verfiigbar
ist. Bei der Thermotherapie konnen Verbrennungen 2. Grades entstehen und sie muss
wegen Schmerzhaftigkeit unter Lokalanésthesie durchgefiihrt werden (WHO Expert
Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 61). Es besteht daher das
Interesse, andere nichtmedikamentdse Verfahren in der lokalen Therapie der kutanen
Leishmaniose zu etablieren.

In schweren Féllen oder nach erfolgloser lokaler Therapie sollte eine systemische Therapie
erfolgen (Farrar et al., 2014, S. 648). Die Leishmaniasis recidivans und die diffuse kutane
Leishmaniose werden grundsétzlich systemisch therapiert (Loscher et al., 2010, S. 614). In

den letzen Jahrzehnten waren die 5-wertigen Antimone Mittel der Wahl fir die

systemische Therapie der kutanen Leishmaniose. Studien der letzten Jahre konnten
allerdings zeigen, dass es kaum Evidenz fiir die Effektivitit der Behandlung gibt (WHO
Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 61-62). Auch fiir den
Effekt von oral applizierbarem Miltefosin und oralen Azolen wie Fluconazol gibt es wenig
iiberzeugende Daten (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010,
S. 62).

Eine Zusammenfassung der Therapieoptionen bei der kutanen Leishmaniose der Alten
Welt gibt Tab. 3. Die Empfindlichkeit gegeniiber den Medikamenten héngt von der
Spezies und der Region ab, was zu unterschiedlichen Behandlungsempfehlungen fiihrt. Zu
beachten ist dabei, dass der Evidenzgrad der durchgefiihrten Studien nicht in allen
Gebieten gleich hoch ist (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases,
2010, S. 60).
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Lokale Therapie

L. major

L. tropica, L. aethiopica*, L.

infantum™

Paromomycinsalbe fiir 20 Tage (A)

Paromomycinsalbe fiir 20 Tage (D)

5-wertige Antimone intraldsional +
Kryotherapie alle 3-7 Tage, insgesamt
1-5mal (A) ¢

S-wertige Antimone intraldsional +
Kryotherapie alle 3-7 Tage, insgesamt
1-5mal (D) ¢

Thermotherapie 1-2 mal (A) 2

Thermotherapie 1-2 mal (A) !

5-wertige Antimone intraldsional oder
Kryotherapie allein, wie oben (D) ¢

5-wertige Antimone intraldsional (B) ¢
oder Kryttherapie allein, wie oben

©°

Systemische
Therapie

L. tropica,
L. infantum*

L. aethiopica*

Fluconazol oral, 6 Wochen (A) 3 S-wertige Antimone i.m/i.v 10-20

Tage (D) 8

Diffuse kutane
Leishmaniose:

S-wertige Antimone i.m./i.v. +
Paromomycin i.m.,min. 60
Tage (C)

5-wertige Antimone i.m/i.v 10-20 Tage (D) * | Recidivans: 5-wertige Antimone i.m./
i.v 15 Tage + Allopurinol oral 30 Tage

©7

5-wertige Antimone + Pentoxyfylline 10-20
Tage (A) 4

*: wenig Daten vorhanden

Tab. 3: Medikamentose Therapie der kutanen Leishmaniose (CL) der Alten Welt. Modifiziert nach

(WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 69, Box 2 und S. 57).

Evidenzklasse (A): Mindestens eine randomisiert, kontrollierte Studie (* Alrajhi et al., 2002; > Aronson et al.,
2010; ® Asilian et al., 2004; ° Gonzalez et al., 2008; ' Reithinger et al., 2005; 4 Sadeghian
und Nilforoushzadeh, 2006).

Evidenzklasse (B): nicht randomisierte Studien (° Asilian et al., 2004).

Evidenzklasse (C): Expertenausschiisse (° Asilian et al., 2004;  Momeni und Aminjavaheri, 1995).

Evidenzklasse (D): Expertenmeinung ohne eindeutige Studien (6 Asilian et al., 2004; ° Gonzalez et al., 2008;
¥ Herwaldt und Berman, 1992).

Die kutane [eishmaniose der Neuen Welt verlduft schwerer, dauert linger und hat

geringere Selbstheilungsraten als die kutane Leishmaniose der Alten Welt. AuBBerdem ist
ein Ubergang in die mukokutane Form méglich (Farrar et al., 2014, S. 648). Es wird
deshalb bevorzugt systemisch therapiert, weshalb die Erfahrungen mit lokaler
Therapiebegrenzt sind (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases,
2010, S. 62). Aber auch fiir die Effektivitit der systemischen Therapie gibt es, auler fiir
L. (Viannia) braziliensis, wenig zuverldssige Daten (Farrar et al., 2014, S. 648). Seit
einiger Zeit werden deshalb vermehrt lokale Therapien ausprobiert (WHO Expert
Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 62). Wie in Tab. 4 dargestellt,

kommen dabei vor allem die Thermotherapie und Paromomycin zum Einsatz (WHO

Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 63).
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In der systemischen Therapie kommen hauptséchlich 5-wertige Antimone (alle Spezies

auler L. (Viannia) guyanensis), Pentamidin (L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia)
panamensis), Ketokonazol (L. (Viannia) panamensis, L. (Leishmania) mexicana) und
Miltefosin (L. (Viannia) panamensis, L. (Viannia) braziliensis in Bolivien) zur Anwendung
(WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 63).

Die diffuse kutane Leishmaniose und die Leishmaniasis recidivans sind wegen héufiger
Riickfalle schwer zu behandeln. Wegen schlechter Datenlage konnte bis jetzt kein
einheitliches Therapieschema etabliert werden (WHO Expert Committee on the Control of
the Leishmaniases, 2010, S. 64).

Die mukokutane Leishmaniose wird grundsitzlich systemisch behandelt, wobei der Erfolg
von der Lokalisation der Lisionen abhdngt (Ldscher et al., 2010, S. 614; WHO Expert

Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 64). 5-wertige Antimone werden

mit Heilungsraten von 30 - 100 % eingesetzt (WHO Expert Committee on the Control of
the Leishmaniases, 2010, S. 64). In Studien konnte gezeigt werden, dass die Kombination
mit Pentoxifyllin zu einer Wirkungssteigerung fiihrt (WHO Expert Committee on the

Control of the Leishmaniases, 2010, S. 65). Amphotericin B, liposomales Amphotericin B,

Miltefosin und Pentamidin werden ebenfalls eingesetzt.
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Lokale Therapie Alle Arten

Paromomycin-
salbe fiir 20 Tage
B

Thermotherapie
1-3mal, (A) 3

Systemische

Therapie

Antimone
intraldsional, 3-7
Tage, insgesamt 1-5
mal (B) !

L. mexicana

L. guyanensis, L.
panamensis

L. braziliensis

L. amazonensis, L.
peruviana, L.

Alle Arten*
Mukokutane

Ketokonazol
oral fiir 28 Tage (B) 4

Pentamidin i.v./i.m.,
3 mal (C)>1

5-wertige Antimone
im/i.v. fir 20 Tage
@y’

venezuelensis

5-wertige Antimone
i.m./i.v. fir 20 Tage 7

Leishmaniose

5-wertige Antimone
im./i.v. fir 30 Tage

(C) 13

S-wertige Antimone
im./i.v. fir 30 Tage

+ Pentoxifyllin (A) ©

Miltefosin oral fiir 28
Tage (B) 12

S-wertige Antimone
i.v./i.m. fiir 20 Tage
©’

Ampbhotericin B i.v.
25-30 Dosen (C)

Amphotericin B i.v,
25-45 Dosen (C) '3

Miltefosin oral fiir 28
Tage (B) 12

Liposomales
Amphotericin i.v.
(C) 10

Liposomales
Ampbhotericin B i.v.
(C) 14

Bolivien: Miltefosin
oral fiir 28 Tage (B) °

*: wenig Daten fiir die mukokutane Leishmaniose durch L. aethiopica

Tab. 4: Medikamentose Therapie der kutanen Leishmaniose (CL) der Neuen Welt. Modifiziert nach

(WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 70—71, Box 3+Box 4 und S. 57).

Evidenzklasse (A): Mindestens eine randomisiert, kontrollierte Studie (" Ballou et al., 1987; ¢ Machado et al.,
2007; 3 Vega et al., 2009).

Evidenzklasse (B): nicht randomisierte Studien (1 Ameen, 2007; 2 Arana et al., 2001; ® Krause und Kroeger,
1994; *Navin et al., 1992; Soto et al., * 2007, '22004).

Evidenzklasse (C): Expertenausschiisse (14 Amato et al., 2011; " Franke et al., 1994; * Nacher et al., 2001; '°
Rodriguez et al., 1995; " Soto et al., 1994; '* Wortmann et al., 2010).

Evidenzklasse (D): Expertenmeinung ohne eindeutige Studien.

Auch bei der Therapie der viszeralen Leishmaniose unterscheiden sich, wie in Tab. 5

zusammengefasst, je nach Gebiet die Effektivitit der Medikamente und die Empfehlungen
fiir die medikamentdse Therapie. Zudem wurde die Wirksamkeit der Medikamente auch
hier nicht in allen Endemiegebieten durch Studien mit hohem Evidenzgrad nachgewiesen
(WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 57). In allen
betroffenen Gebieten werden in Zukunft allerdings Kombinationsregime mehr an
Bedeutung gewinnen, da sie Vorteile gegeniiber der Monotherapie zeigen: Unter Anderem
wird die Dauer der Therapie verkiirzt, Resistenzbildungen vorgebeugt und die Heilungsrate
durch die synergistische Wirkung einiger Medikamente erhoht (Loscher et al., 2010, S.
613; WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 59).
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VL durch L.
donovani, Indischer

Subkontinent

VL durch L. donovani,
Ostafrika, Yemen

VL durch L. infantum,
Mittelmeerraum, Mittlerer
Osten, Zentralasien,

Post-Kala-Azar

Liposomales Amphotericin B
tédglich i.v. iiber 3-5 Tage (A) !
oder Einmaldosis i.v. (A) 2

S-wertige Antimone i.v.
oder im. +
Paromomycin i.m. fiir
17 Tage (A) 16

Siidamerika

Liposomales Amphotericin B
taglich i.v tiber 3-6 Tage

(B) 34

Ostafrika:

Falls indiziert, 5-wertige
Antimone i.v. oder i.m.
30-60 Tage (C) ! oder
Liposomales
Amphotericin B tiglich
i.v. iiber 20 Tage (C) 12

Liposomales Amphotericin B
Einmaldosis i.v.

+ Miltefosin fiir 7 Tage

( A) 15

+ Paromomycin 10 Tage (A) 5
Miltefosin + Paromomycin fiir
10 Tage (A) 15

S-wertige Antimone i.v.
oder i.m. fiir 30 Tage
( A) 14

S-wertige Antimone i.v. oder
i.m. iiber 28 Tage
(B) 14

Indischer Subkontinent:
Amphotericin B i.v.
60-80 Dosen iiber 4
Monate (C) 19 oder
Miltefosin oral fiir 12
Wochen (A) °

Amphotericin B i.v. tiglich
oder an wechselnden Tagen,
15-20 Dosen (A) 13

Liposomales
Amphotericin B taglich
i.v. iiber 6-10 Tage (B)

Amphotericin B i.v. tiglich
oder an wechselnden Tagen,
20-30 Dosen (C) 13

Miltefosin oral fiir 28 Tage
@7

Paromomycin i.m fiir 21 Tage
(A)S

Amphotericin B i.v.
taglich oder an
wechselnden Tagen,
15-20 Dosen (A) 13

S-wertige Antimone i.v. oder
i.m. tiber 30 Tage

Miltefosin oral fiir 28
Tage (A) 8

(A 14
Cave: Resistenz in Region
Bihar, Indien und Nepal

Tab. 5: Medikamentose Therapie der viszeralen Leishmaniose (VL). Modifiziert nach (WHO Expert

Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 67, Box 1 und S. 57)

Evidenzklasse (A): Mindestens eine randomisiert, kontrollierte Studie (' Bhattacharya et al., 2007;
Herwaldt und Berman, 1992; '® Melaku et al., 2007; ° Ramesh et al., 2011; ® Ritmeijer et
al., 2006; Sundar et al., ** 2011, * 2010, " 2007a, * 2007b, ® 2002; ' Sundar und
Chakravarty, 2010).

Evidenzklasse (B): nicht randomisierte Studien (4 Berman et al., 1998; * Davidson et al., 1994; * Herwaldt
und Berman, 1992).

Evidenzklasse (C): Expertenausschiisse (13 Sundar et al., 2007a; '° Thakur et al., 1997; ! Zijlstra et al., 2003).

Evidenzklasse (D): Expertenmeinung ohne eindeutige Studien.

14

Seit 70 Jahren sind die 5-wertigen Antimone weltweit mit einer Heilungsrate von > 90 %

Mittel der 1. Wahl bei der Behandlung der viszeralen Leishmaniose (WHO Expert
Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 57-58). Ausnahmen bilden die
Region Bihar in Indien und Nepal, wo es bis zu 60 % Resistenzen gibt sowie Stideuropa
(Loscher et al., 2010, S. 612; WHO Expert Committee on the Control of the

Leishmaniases, 2010, S. 58). Amphotericin B und Pentamidin wurden als Medikamente

der 2. Wahl eingesetzt (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases,
2010, S. 57). Vor Allem in Indien zeigt Amphotericin B mit 99 % Heilungsrate eine gute

Wirksamkeit (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 58).
Pentamidin wird wegen starker Nebenwirkungen kaum mehr eingesetzt (Loscher et al.,
2010, S. 613), da in den letzten zehn Jahren neue Medikamente fiir die Behandlung der

viszeralen Leishmaniose auf den Markt gekommen sind. Dazu gehoéren liposomales
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Amphotericin B, Miltefosin und Paromomycin (WHO Expert Committee on the Control of

the Leishmaniases, 2010, S. 57) .

Liposomales Amphotericin B wird heute als Mittel der 1. Wahl bei der Behandlung der
viszeralen Leishmaniose mit 90 - 98 % Wirksamkeit in Siideuropa und mit > 95 %
Heilungsrate in Indien eingesetzt (WHO Expert Committee on the Control of the

Leishmaniases, 2010, S. 58). Miltefosin, das erste orale Mittel, zeigt eine Wirksamkeit von

94 % in Indien und um die 90 % in Ostafrika (WHO Expert Committee on the Control of
the Leishmaniases, 2010, S. 58). Paromomycin findet vor Allem in Indien mit
Heilungsraten von 93 - 95 % und in Ostafrika mit 85 % Wirksamkeit Verwendung (WHO
Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 58). Zusitzlich ist bei der
Behandlung der viszeralen Leishmaniose oft eine symptomatische Therapie notwendig, da
sich die Patienten in deutlich reduziertem Allgemeinzustand befinden (WHO Expert
Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 57). Ein Ansprechen auf die
Therapie &uflert sich durch Fieberfreiheit, Gewichtszunahme, Anstieg des Himoglobin-
Wertes, der Thromobozyten und der Leukozyten sowie Riickgang der Splenomegalie
(Loscher et al., 2010, S. 613). Bis zum kompletten Riickgang der Splenomegalie kann es
allerdings Monate dauern (WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases,
2010, S. 57). AuBerdem sind Riickfille und der Ubergang in eine PKDL méglich (Loscher
et al., 2010, S. 613). Deshalb kann von einer Heilung erst sechs Monate nach Ende der
Therapie gesprochen werden (WHO Expert Committee on the Control of the
Leishmaniases, 2010, S. 57).

Die Behandlung des indischen PKDL wird immer empfohlen. Die Behandlung wird mit

Amphotericin B oder Miltefosin durchgefiihrt. In Ostafrika wird die PKDL nur bei
schweren Verldufen behandelt, da 85 % der Félle innerhalb eines Jahres spontan heilen. In
schweren Fillen werden 5-wertige Antimone oder liposomales Amphotericin B verabreicht

(WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 59).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Therapie der Leishmaniose komplex ist. Es
gibt nur wenig wirksame Medikamente, die nebenwirkungsreich sind und deren
Effektivitdt je nach Region und Spezies unterschiedlich ist. Riickféille nach Beginn der
Behandlung sind zudem nicht selten, vor allem bei HIV-koinfizierten Patienten werden sie
vermehrt beobachtet (Farrar et al., 2014, S. 645). Obwohl einige Versuche unternommen
wurden, gibt es zudem im Moment keinen wirksamen Impfstoff gegen die Leishmaniose

(WHO Expert Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 71-72).
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Es besteht also die Notwendigkeit zur Verbesserung der Leishmaniose-Therapie und zur
Entwicklung neuer Therapien. Die Kombination der verwendeten Medikamente mit
immunmodulierender Therapie ist dabei ein neuer Therapieansatz, der aber im Moment
noch nicht routineméBig angewandt wird (WHO Expert Committee on the Control of the
Leishmaniases, 2010, S. 73). Bei der Entwicklung von neuen nichtmedikamentésen
Verfahren in der lokalen Therapie, ist die von uns untersuchte photodynamische
Inaktivierung eine vielversprechende Option. Zusétzlich sind die Prévention und die

Bekimpfung der Ubertragung wichtig, um die Ausbreitung der Erkrankung zu stoppen.
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1.2 Photodynamische Inaktivierung

1.2.1 Photochemische und photophysikalische Grundlagen

Der erste Schritt des photodynamischen Prozesses ist die Absorption von Licht im
sichtbaren Wellenldngenbereich durch einen nicht toxischen Farbstoff, der als
Photosensibilisator (PS) bezeichnet wird (Aveline, 2001, S. 19). Es wird meist Rotlicht im
600 - 900 nm Bereich verwendet, da hier die Eindringtiefe in das Gewebe maximal ist. Fiir
oberflachliche Lasionen wird auch Blaulicht mit 400 - 420 nm Wellenldnge verwendet, das
energiereicher ist, aber weniger Eindringtiefe hat (Aveline, 2001, S. 21; Sharma et al.,
2011, S. 3). Ein geeigneter PS sollte also fiir die entsprechenden Wellenlédngen einen
hohen Extinktionskoeffizienten & haben (Sharma et al.,, 2011, S. 3). Der
Extinktionskoeffizient ¢ gibt an, wieviel elektromagnetische Strahlung eine spezielle
Substanz in molarer Konzentration bei einer bestimmten Durchtrittslinge und Wellenldnge
absorbiert (Aveline, 2001, S. 24). Daher ist der spektrale Uberlapp des
Absorptionsspektrums eines PS mit dem Emissionsspektrum der verwendeten Lichtquelle
von Bedeutung (Cieplik et al., 2015).

Die durch die Lichtabsorption aufgenommene Energie versetzt die Molekiile des PS von
threm Grundzustand (S0) in einen angeregten Zustand (Sn). Dabei wird ein Elektron der
Atomhiille aus seinem urspriinglichen Orbital in eines hoherer Energie befordert (Aveline,
2001, S. 21). Die Elektronen sind dann nicht mehr paarig in den Orbitalen angeordnet. Thre
Ausrichtung kann dabei wie im Grundzustand antiparallel bleiben (Sn, Singulettzustand)
oder parallel werden (Tn, Triplettzustand) (Aveline, 2001, S. 22). Der angeregte Zustand
ist instabiler als der Grundzustand. Deshalb wird die aufgenommene Energie auf
verschiedene Arten schnell wieder abgegeben (Aveline, 2001, S. 23). Besonders die
angeregten Zustdnde hoherer Energiestufen (S2, T2) sind extrem kurzlebig (Aveline, 2001,
S. 24). Im angeregten Singulettzustand niedrigster Energie (S1) gibt es drei verschiedene
Moglichkeiten, die Energie wieder abzugeben: Durch Fluoreszenz, strahlungslos durch
Hitze oder es findet ein Ubergang in den Triplettzustand niedrigster Energie (T1) statt.
Dieser Vorgang wird als intersystem crossing (ISC) bezeichnet (Aveline, 2001, S. 23-24).
Der T1 Zustand ist wesentlich langlebiger als der S1 Zustand und kann deshalb besser mit
umliegenden Molekiilen interagieren. Er ist der wichtigste Ausgangspunkt fiir die
nachfolgenden Prozesse (Aveline, 2001, S. 24). Der PS sollte also eine hohe
Quanteneffizienz ¢ fiir das ISC mit Bildung des T1 Zustands haben (Sharma et al., 2011,
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S. 3). Die Quanteneffizienz ¢ ist definiert als das Verhiltnis zwischen Lichtabsorption und
daraus folgendem Ereignis wie Fluoreszenz, Wirmeabgabe oder chemischer Reaktion
(Aveline, 2001, S. 25).

Im néchsten Schritt kann es unter Anwesenheit von Sauerstoff zu zwei verschiedenen
Reaktionen des im T1 Zustand befindlichen PS kommen (Aveline, 2001, S. 26).

Bei Typ 1 Reaktionen reagiert der PS direkt mit einem biologischen Substrat. Es werden

dabei Elektronen oder Wasserstoffatome zwischen PS und Substrat iibertragen, wobei der
Transfer abhingig vom Redoxpotenzial in beiden Richtungen ablaufen kann (Aveline,
2001, S. 27; Maisch, 2007). Die dabei entstehenden Radikale reagieren wiederum
abhingig von den Bedingungen entweder mit Sauerstoff oder miteinander. Bei der
Reaktion mit Sauerstoff bilden sich reaktive Sauerstoffspezies (ROS; engl.: reactive
oxygen species) wie Superoxidanionen-Radikale (0" 7), Hydroxyl-Radikale (*OH) und
Wasserstoffperoxid (H,0») (Aveline, 2001, S. 27-28). Die ROS oxidieren Biomolekiile wie
Aminosduren, ungesdttigte Fettsduren und am Aufbau der DNA und RNA beteiligte
Pyrimidin- und Purinbasen und schéddigen diese dadurch (Aveline, 2001, S. 28; Sharma et
al., 2011, S. 3). Die meisten PS akkumulieren in aus Lipiddoppelschichten bestehenden
Membranen, wo sie zur oxidativen Schéddigung von Fettsduren und darin enthaltenen
Proteinen fiihren. Die schddigende Wirkung auf genomisches Material ist dagegen gering
ausgeprigt (Schifer et al., 1998).

Bei Typ 2 Reaktionen reagiert der PS direkt mit Sauerstoff in der Umgebung. Es findet ein

Energietransfer vom angeregten PS im Triplettzustand auf Sauerstoff im
Triplettgrundzustand (CO,) statt. Dabei entsteht Sauerstoff im angeregten Singulettzustand
niedrigster Energie. Dieser wird als Singulettsauerstoff ('O,) bezeichnet (Aveline, 2001, S.
28). Die Bildung von 'O, ist also nur in der Anwesenheit von molekularem Sauerstoff
moglich (Aveline, 2001, S. 28) und die Effizienz abhingig vom vorherrrschenden
Sauerstoffpartialdruck. Da der molekulare Sauerstoff wihrend der Reaktion verbraucht
wird, verldauft der Prozess selbstlimitierend (Maisch, 2007; Maisch et al., 2007). Der
hochreaktive 'O, reagiert schnell mit Substratbiomolekiilen in der Umgebung und fiihrt zu
deren Oxidation und damit zur Schiadigung (Aveline, 2001, S. 29).

Durch direkten (Lumineszenz) und indirekten (,,Quencher*) Nachweis der entstehenden
Reaktionsprodukte konnte gezeigt werden, dass die Typ 2 Reaktion mit Generierung von
'0, die entscheidende Rolle bei der photodynamischen Inaktivierung (PDI) von
Mikroorganismen spielt (Aveline, 2001, S. 31-32).

Abb. 10 gibt einen Uberblick iiber die ablaufenden Prozesse bei der PDI.
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Typ 1
Substrat ROS
Ladungstransfer
PS *S1
- ~; -—
PS *T1 0,
Licht
Hitze
Fluoreszenz Energietransfer
—
30 10
PS Grundzustand 2 2
rundzustan T S
Typ 2

Abb. 10: Uberblick iiber die ablaufenden Prozesse bei der photodynamischen Inaktivierung (PDI). Die
PDI beginnt mit der Absorption von Licht sichtbarer Wellenldnge durch einen Photosensibilisator (PS),
wodurch der PS von seinem Grundzustand in einen angeregten Zustand (S1) versetzt wird. Aus dem
instabilen S1 Zustand kann die Energie auf drei verschiedene Arten wieder abgegeben werden: Durch
Fluoreszenz, durch Hitze oder durch Ubergang in den Triplettzustand (T1). Vom T1 Zustand aus kann es zu
zwei verschiedenen Reaktionen kommen: Bei der Typ 1 Reaktion reagiert der PS direkt mit einem Substrat,
wobei durch Ladungstransfer, in Anwesenheit von Sauerstoff (O,), reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
entstehen. Bei der Typ 2 Reaktion reagiert der PS direkt mit Sauerstoff. Durch Energietransfer vom T1
Zustand auf Sauerstoff im Triplettgrundzustand (O, T), entsteht Singulettsauerstoff ('O, S).

1.2.2 Uberblick iiber die photodynamische Inaktivierung

Das vor iiber 100 Jahren (Kharkwal et al., 2011, S. 2) entdeckte Phdnomen der
Photosensibilisierung ist einerseits, wie zum Beispiel bei Patienten mit Porphyrie, ein
endogenes Phdnomen. Zum anderen wird das Phidnomen der Photosensibilisierung unter
Verwendung von exogen zugefiihrten PS bei verschiedenen Indikationen therapeutisch
eingesetzt und dann als photodynamische Therapie (PDT) bezeichnet (Aveline, 2001, S.
19).
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Typische Anwendungsgebiete der PDT sind die Behandlung von nicht-Melanom-
Hautkrebs (NMSC; engl: non-melanoma skin cancer) und die Behandlung von
Augenerkrankungen sowie dermatologischen Erkrankungen (Dougherty et al., 1998; Levy
und Obochi, 1996). Beispielsweise sind folgende dermatologische Krankheitsbilder fiir die
PDT zugelassen: Die Behandlung von aktinischer Keratose, die Behandlung einer Vorstufe
des Plattenepithelkarzinoms der Haut (carcinoma in situ/Morbus Bowen) sowie die
Behandlung des superfiziellen und noduldren Basalioms (European Dermatology Forum,
n.d.; Morton et al., 2015).

Abgesehen von diesen Anwendungen gibt es seit ldngerem Bestrebungen, das Prinzip der
Photosensibilisierung auch zum Abtdten von pathogenen Mikroorganismen zu benutzen,
also auch zur Therapie von lokalen Infektionen einzusetzen. Die Photosensibilisierung
wird dann als PDI von Mikroorganismen oder antimikrobielle PDT (aPDT) bezeichnet
(Sharma et al., 2011, S. 2). Der wichtigste Grund fiir das gesteigerte Interesse in den
letzten Jahren ist, dass die Wirksamkeit der konventionellen Therapie bei Infektionen
durch steigende Resistenzraten der pathogenen Mikroorganismen abgeschwiécht wird
(Gleckman und Borrego, 1997). Ein aktuelles Beispiel hierfiir ist das erstmalige Auftreten
einer Infektion mit einem Vancomycin-resistenten Staphylococcus aureus (VRSA)-Keim
in Europa (Frides et al., 2015).

Gleichzeitig bringt die PDI viele Vorteile mit sich, wozu die bis jetzt nicht nachgewiesene
mutagene Wirkung und die lokal begrenzte Wirkung ohne systemische Nebenwirkungen
gehoren (Maisch et al., 2011). Sogar multi-resistente Bakterien konnen durch die PDI
abgetotet werden (Maisch, 2009) und bis jetzt ist keine Bildung von photoresistenten
Mikroorganismen beschrieben (Giuliani et al., 2010; Tavares et al., 2010). Sowohl die gute
Wirkung in entziindetem Gewebe und sogar gegeniiber biofilmbildenden Bakterien
(Cieplik et al., 2013), sowie die beschleunigte Wundheilung durch Zerstérung von
Proteasen sind weitere Vorteile (Hamblin et al., 2003). Aullerdem werden durch die bei der
PDI entstehenden ROS bzw. durch den entstehenden 'O, eine Vielzahl von
Mikroorganismen geschéddigt. Sie ist deshalb zur Abtdtung von Pilzen, Parasiten, Viren
und Bakterien inklusive multi-resistenter Keime (Maisch, 2009) geeignet (Sharma et al.,
2011, S. 2 und 3).

Allerdings ist die Wirksamkeit der PDI bei den Mikroorganismen unterschiedlich gut. Bei
gram-positiven Bakterien ist sie beispielsweise besser als bei gram-negativen Bakterien

(Malik et al., 1992). Die Effektivitét bei Pilzen liegt dazwischen. Die Ursache hierfiir ist
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die Morphologie der Mikroorganismen: Je nach Aufbau der Zellwand ist die
Durchléssigkeit fiir die PS unterschiedlich gut (Sharma et al., 2011, S. 3).

Eine Herausforderung der PDI ist also, PS zu finden, die gegen die verschiedenen
pathogenen Mikroorganismen gleich wirksam sind. Korpereigenes Gewebe und Zellen
sollten dagegen kaum geschidigt werden (Sharma et al., 2011, S. 3). Eine weitere fiir die
Effektivitit eines PS entscheidende Eigenschaft ist die Photostabilitdt, da ein stabiler
Farbstoff ofters angeregt werden kann und daher viel 'O, und ROS produzieren kann
(Kuimova et al., 2009). Fiir Porphyrin-Derivate wie TMPyP konnte beispielsweise bereits
gezeigt werden, dass die Substanzen photostabil sind (Kramer-Marek et al., 2006).
Geeignete PS sollten auBerdem sicher sein und gleichzeitig bei niedrigen
Farbstoffkonzentrationen und geringer Strahlungsexposition effektiv Mikroorganismen
abtoten (Maisch et al., 2014). Die Farbstoffe sollten ihr Absorptionsmaximum im
sichtbaren Wellenldngenbereich haben (Maisch et al., 2014) und eine hohe
Quanteneffizienz ¢ fiir die Bildung von ROS und 'O, haben (Sharma et al., 2011, S. 3).
Die Effektivitit eines PS ist zudem von der Anlagerung und Aufnahme durch die
Mikroorganismen abhingig (Eichner et al., 2015). Die Diffusion der Farbstoffe zum
Wirkort kann generell durch Modifikation der Molekiilstruktur (Sharma et al., 2011, S. 3
und 4) sowie bei nicht oberflichlichen Lidsionen zusétzlich durch eine geeignete
Applikationsform (Sharma et al., 2011, S. 8) verbessert werden.

So wurden an die seit ldingerem beispielsweise in der Krebstherapie verwendeten PS (u. a.
Porphyrine) positive Ladungen gekoppelt (Sharma et al., 2011, S. 4) oder die PS mit
permeabilititssteigernden Stoffen wie Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; engl.:
ethylenediaminetetraacetic acid) (Valduga et al., 1993) und Polymyxin Nonapeptid B
kombiniert (Nitzan et al., 1992). Die Kopplung an Aminosdure Polymere (Pl-ce6: Chlorin
(e6) + poly-Lysin; PEI-ce6: Chlorin (e6) + poly-Ethylenimin) und Antikdrper verbessert
die antimikrobielle Wirksamkeit ebenfalls. Auch das Einhiillen der PS in kationische
Liposomen oder Nanopartikel ist vielversprechend (Sharma et al., 2011, S. 6).

Tab. 6 zeigt Beispiele flir Substanzen, die in-vitro und in-vivo in Tiermodellen zur PDI
von Mikroorganismen eingesetzt werden (Kharkwal et al., 2011, S. 2; Sharma et al., 2011,
S. 4-6). Die Zahl der in klinischen Studien getesteten PS ist allerdings wesentlich geringer
(Kharkwal et al., 2011, S. 2).
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Ubersicht ausgewihlter antimikrobiell eingesetzter

Photosensibilisatoren (Kationische PS)

Substanzklasse Wichtige Vertreter
Phenothiazine Methylenblau (MB)
Toluidinblau O (TBO)

Neues Methylenblau
Dimethyl-Methylenblau
PP904

Kationische Porphyrine 5,10,15,20-tetrakis (1-methyl-4-pyridino)-porphyrin tetra-(p-toluenesulfonat)
(TMPyP)

Tetra (4N,N,N-trimethyl-anilinium) porphin tetraiodid (T4AMAP)
5-phenyl-10,15,20-tris (N-methyl-4-pyridyl)-porphyrin chlorid (PTMPP oder
Sylsens B)

XF70 Porphyrin

Kationische Phthalozyanine Zn-PPC

Zn-PC-Me

Ga (III)-substitutiertes Phthalocyanin
RLPO68

Kationische Bacteriochlorine Bis-kationische Bacteriochlorine
Tetrakis-kationische Bacteriochlorine
Hexakis-kationische Bacteriochlorine

Kationische Fullerne BF6, BF24, DTC 2+
7-Perinaphthenone 2-((4-pyridinyl)methyl)- 1H-phenalen-1-one Chlorid (SAPyR)
Naturstoffe Kationische Hypericinderivate

Kationische Riboflavinderivate (FLASH-01a, FLASH-07a)

Gekoppelte PS Pl-ce6

PEI-ce6

Antikorper
Nanopartikel
Kationische Liposomen

Tab. 6: Ubersicht iiber in-vitro und in-vivo in Tiermodellen zur photodynamischen Inaktivierung von
Mikroorganismen eingesetzte Photosensibilisatoren (Sharma et al., 2011, S. 4-6).

Neben diesen PS spielen die in Tab. 7 zusammengefassten, schon lange verwendeten PS
auch bei der antimikrobiellen PDI eine wichtige Rolle (Kharkwal et al., 2011, S. 18,
Abb.3; Maisch et al., 2011; Zane et al., 2001).

Ubersicht ausgewihlter ilterer

Photosensibilisatoren

Substanzklassen Wichtige Vertreter

Porphyrine Hematoporphyrin Derivat (HPD)

O0-Aminoléavulinsdure (ALA)-Protoporphyrin IX
Methyl aminoldvulinat (MAL)-Protoporphyrin IX
Endogen von Bakterien produziertes-Protoporphyrin IX

Phthalozyanine (PC) Zink Phthalozyanin (ZnPc)

Chlorine Benzoporphyrin Derivat Monoacid Ring A (BPD-MA)
Mono-1-Asparthyl-Chlorin e6 (NPe6) u. a.

Naturstofte Furanocumarin (Psoralen)
Hypericin

Tab. 7: Ubersicht iiber iltere Photosensibilisatoren (Kharkwal et al., 2011, S. 18, Abb.3; Maisch et al.,
2011; Zane et al., 2001).
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1.2.3 Klinische Anwendungsgebiete der photodynamischen Inaktivierung

Das Prinzip der PDI wird therapeutisch bereits in verschiedenen Gebieten der Medizin
angewendet (sieche Seite 32) und dann als PDT bezeichnet (Dougherty et al., 1998; Levy
und Obochi, 1996).

Bei dermatologischen Erkrankungen beispielsweise wird fiir die Behandlung von
aktinischer Keratose nach den Leitlinien des European Dermatology Forums die PDT mit
den Protoporphyrin IX (PpIX) Vorstufen 8-Aminoldvulinsdure (ALA) und Methyl-
Aminoldvulinat (MAL) empfohlen (Empfehlungsstirke A, Qualitit der Evidenz 1)
(European Dermatology Forum, n.d.; Morton et al., 2015). Auch zur Behandlung einer
Vorstufe des Plattenepithelkarzinoms der Haut (carcinoma in situ/Morbus Bowen) sowie
zur Behandlung des superfiziellen und noduldren Basalioms kann die MAL-PDT gemif
den Leitlinien angewendet werden (Empfehlungsstirke A, Qualitit der Evidenz 1)
(European Dermatology Forum, n.d.; Morton et al., 2015).

Aufgrund der bereits vielversprechenden Anwendung der PDI in einigen Bereichen, wird
die Wirksamkeit der PDI bei vielen weiteren Indikationen in Studien untersucht, wodurch
sich in den letzten Jahren viele neue Anwendungsgebiete aufgetan haben, in denen die PDI
erfolgreich ist, es jedoch noch keine klinische Zulassung gibt.

Beispiele hierfiir sind im Bereich Dermatologie die Behandlung sowie die Pravention von
NMSC bei immunsupprimierten Patienten (Empfehlungsstirke B, Qualitit der Evidenz 1),
die Behandlung des kutanen T-Zell Lymphoms (Empfehlungsstirke C, Qualitdt der
Evidenz 2), die Behandlung von Akne (Empfehlungsstirke B, Qualitit der Evidenz 1)
sowie die Behandlung von therapierefraktiren Hand/FuBwarzen und Genitalwarzen
(Empfehlungsstirke B, Qualitdt der Evidenz 1). Bei den infektiosen Hauterkrankungen ist
die kutane Leishmaniose ein weiteres Beispiel fiir ein potentielles Anwendungsgebiet der
PDI. In klinischen Studien war die antimikrobielle ALA-PDI und MAL-PDI bei der
Behandlung der Erkrankung effektiv. Die antimikrobielle PDI mit ALA und MAL wird
deshalb nach den Leitlinien des European Dermatology Forums zur Behandlung der
kutanen Leishmaniose empfohlen (Empfehlungsstirke B, Qualitdit der Evidenz 1)
(European Dermatology Forum, n.d.; Morton et al., 2015).

Daneben gehdren im Bereich Dermatologie viele weitere entziindliche und infektidse

Hauterkrankungen, aber auch  kosmetische  Eingriffe =~ wie  Hautverjiingung
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(Empfehlungsstirke A, Qualitit der Evidenz 1) zu den potentiellen Anwendungsgebieten
der PDI (European Dermatology Forum, n.d.; Morton et al., 2015).

Auch bei nicht oberflichlichen Infektionen kommt die antimikrobielle PDI als
Therapieoption in Frage. Ein Beispiel dafiir ist die Helicobacter-pylori-Infektion des
Magens, die schon in einigen klinischen Studien durch PDI erfolgreich behandelt werden
konnte (Ganz et al., 2005; Lembo et al., 2009; Wilder-Smith et al., 2002).

Ein weiteres wichtiges klinisches Anwendungsgebiet der PDI ist die Zahnmedizin. Sie ist
einer der Bereiche, wo die antimikrobielle PDI aktuell schon eine grofle Rolle spielt. Die
Indikationen sind dabei Parodontitis, Periimplantitis, Endodontie, Karies, Behandlung von
Mundschleimhauterkrankungen wie zum Beispiel Pilzinfektionen, Herpes und Aphthen
sowie die Behandlung von Wundheilungsstérungen nach chirurgischen Mafinahmen
(Braun, 2013).

Bei der Parodontitisbehandlung beispielsweise, die momentan eines der bedeutendsten
Anwendungsgebiete in der Zahnmedizin ist, wird der PS direkt in die parodontale Tasche
injiziert und anschlieBend durch Belichtung mit einem Diodenlaser aktiviert. Die optische
Faser der Lichtquelle wird dabei ebenfalls direkt in die parodontale Tasche eingebracht
(Rieger, 2012). Dass die antimikrobielle PDI (vor allem gepriift sind die PS Methylenblau
und Toluidinblau O sowie Diodenlaser als Lichtquelle) effektiv parodontalpathogene
Keime reduzieren kann, konnte in in-vitro Untersuchungen (Takasaki et al., 2009) belegt
und in in-vivo Tiermodellen bestitigt werden. Hier konnte auBlerdem gezeigt werden, dass
die Entziindung durch die antimikrobielle PDI effektiv reduziert wird und das Verfahren
sicher ist (Luan et al., 2009). Es gibt zudem bereits viele klinische Studien zur Behandlung
von Patienten mit Parodontitis mittels PDI. Sie zeigen vor allem bei Patienten mit
chronischer Parodontitis, dass eine zusétzlich zur Standardtherapie durchgefiihrte PDI
einen positiven Effekt sowohl in der Initialtherapie als auch in der Erhaltungstherapie hat
(Lulic et al., 2009; Sgolastra et al., 2013; Soukos und Goodson, 2011). Die Verwendung
von Methylenblau in Kombination mit einem Diodenlaser ist dabei wissenschaftlich am
besten untersucht worden (Sgolastra et al., 2013), weshalb fiir die antimikrobielle PDI mit
dieser Licht-Farbstoffkombination momentan die hochste Evidenz vorliegt (Rieger, 2014)
und sie daher fiir die klinische Anwendung zu empfehlen ist (Soukos und Goodson, 2011).
Noch nicht evidenzbasiert ist dagegen der Einsatz der antimikrobiellen PDI anstelle einer
systemischen Antibiose bei schwerer chronischer oder aggressiver Parodontits (Rieger,

2014).
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Zusammengefasst machen die bereits vielversprechende therapeutische Anwendung in
einigen Bereichen sowie die durch Studien belegte Wirksamkeit der PDI in vielen neuen
Anwendungsgebieten die PDI zu einem Verfahren mit groBem Potenzial. In der Zukunft
sollten deshalb unbedingt weitere Anwendungsmoglichkeiten sowie die Wirksamkeit
neuer Farbstoffe und Lichtquellen wissenschaftlich untersucht werden.

In diesem Zusammenhang wurde aufgrund der in klinischen Studien bereits effektiv
durchgefiihrten Behandlung der kutanen Leishmaniose mit ALA-PDI und MAL-PDI (siehe
Seite 35), in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob auch andere, neue PS zur Therapie der

Erkrankung geeignet wiren.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Wie beschrieben, besteht die Notwendigkeit zur Verbesserung der Leishmaniose-Therapie
und zur Entwicklung neuer Therapien. In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit
die PDI als neue, nichtmedikamentdse Therapieoption der kutanen Leishmaniose
untersucht. Um die Frage zu kldren, ob auch andere PS als Porphyrin-Derivate zur
Therapie der Erkrankung geeignet wiren, wurden in dieser Arbeit die PS TMPyP, SAPyR
und FLASH-07a getestet.

Folgende in-vitro Experimente wurden durchgefiihrt:

1. Es wurde die Vitalidt von L. major Promastigoten nach Inkubation mit den drei PS
TMPyP, SAPyR und FLASH-07a und anschlieBender Belichtung, in Abhéngigkeit von

verschieden Inkubationszeiten und Farbstoffkonzentrationen gemessen.

2. Es wurde die Zytotoxizitdt der PDI auf die Wirtszellen der Leishmanien untersucht.
Hierfiir wurde die Vitalitdt der J774A.1-Makrophagenzelllinie, welche die Wirtszelle der
Parasiten widerspiegelt, nach Inkubation mit den PS und anschlieBender Belichtung

gemessen. Die Bedingungen waren die Selben wie bei den Leishmanienexperimenten.

3. Um die Frage nach einem therapeutischen Fenster zu klidren, wurde die Vitalitit des
isolierten Parasiten L. major mit der Vitalitdt der J774A.1-Makrophagenzelllinie nach der
PDI verglichen.

4. Um die anti-amastigoten Aktivitit, also der Effekt der PDI auf die intrazellulére,
amastigote Form von L. major zu testen, wurden Peritoneal-Exsudat-Makrophagen mit L.

major infiziert und die Parasitenlast in den Zellen nach Durchfiihrung der PDI bestimmt.
5. In Ergdnzung zu den Experimenten zur anti-amastigoten Aktivitit wurde die anti-
amastigote Wirkung der PDI mit der zytotoxischen Wirkung der PDI auf infizierte

Peritoneal-Exsudat-Makrophagen verglichen.

Die Ergebnisse der Experimente konnen als Grundlage fiir weitere in-vivo Tierexperimente

sowie fiir klinische Studien angesehen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Laborger:iite

Analysenwaage Sartorius, Gottingen

CO;, Inkubator fiir Leishmanienkulturen Memmert GmbH + Co KG, Schwabach
ELISA Microplate- Reader Molecular Devices, Ismaning

ICycler iQ™ 5 Bio-Rad, Miinchen

Implen Nano Photometer Implen, Miinchen

Inkubator fiir Zellkultur Heraeus BBD 6220 | Thermo Scientific, Miinchen

Lampe: Prototyp Waldmann BlueV Waldmann Medizintechnik, Villingen-
Schwenningen
Mikroskope: Axiostar plus Carl Zeiss Micro Imaging GmbH,
Olympus CK2 Miinchen

Olympus Optical Co. (Europa) GmbH,
Hamburg

Neubauer-Ziahlkammer fiir Leishmanien | Carl Roth GmbH, Karlsruhe
(Tiefe 20 um)
Neubauer-Zahlkammer fiir Zellen (Tiefe | Carl Roth GmbH, Karlsruhe
100 pm)

Pipetten: 100 - 1000 pl; 20 - 200 pl; Thermo Scientific, Miinchen

10 - 100 pl (Mehrkanalpipette); 2 - 20 pl;

0,2-2ul

Pipettierhelfer accu-jet pro BRAND, Deutschland

Sterile Arbeitsbank (Hera Safe) Thermo Scientific, Miinchen
Vortexer IKA, Deutschland

Waage PJ400 Mettler-Toledo, Deutschland
Wasserbad Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach

Zentrifugen: Centrifuge 5810 R, 5417 R Eppendorf, Hamburg

Tab. 8: Auflistung der verwendeten Laborgeriite. Die Tab. zeigt die Handelsnamen (linke Spalte) und die
Hersteller (rechte Spalte) der Gerite.
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2.1.2 Glas- und Plastikwaren

BD Discardit™ II Spritzen 2 ml und 10 ml | BD Biosciences, Heidelberg

BD Falcon Zellkulturplatte mit 96 und 12 | BD Biosciences, Heidelberg
Vertiefungen, Flachboden und Deckel
BD Falcon™ Zellkulturschale 100 x 20 mm | BD Biosciences, Heidelberg
BD Falcon™ Zellkulturschale 60 x 15 mm | BD Biosciences, Heidelberg
BD Microlance™ 3 Kaniilen (0,4 x 19 mm | BD Biosciences, Heidelberg
und 0,7 x 30 mm )

Biozym Pipettenspitzen mit Filter (10 pl, | Biozym Scientific GmbH, Hessisch

20 pl, 200 pl) Oldendorf

Deckgléschen fiir Zahlkammer A. Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg
20x 26 x 0,4 mm

Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Niimbrecht

Folie fiir PCR Platten Thermo Scientific, Miinchen

Nunc™ Kryordhrchen (1,8 ml) Thermo Scientific, Miinchen
Parafilm®M A. Hartenstein Laborbedarf, Wiirzburg
Pasteurpipetten aus Glas Brand, Wertheim

PCR-Platten mit 96 Vertiefungen Thermo Scientific, Miinchen
Petrischale 60 x 15 mm Sarstedt, Niimbrecht

Petrischale 92 x 16 mm Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen (0,5 - 20 pl, 200 pl, 1000 pl) | Sarstedt, Niimbrecht

ReaktionsgefaBe (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt, Niimbrecht

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) | Sarstedt, Niimbrecht

Tissue Culture (TC)-Flaschen Sarstedt, Niimbrecht

(T75 Standard und T175 Standard)

Zellschaber 2-Positionen Klinge 25 Sarstedt, Niimbrecht

Tab. 9: Auflistung der verwendeten Glas- und Plastikwaren. Die Tab. zeigt dic Handelsnamen (linke
Spalte) und die Hersteller (rechte Spalte) der Waren.
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2.1.3 Kulturmedien und Puffer

Blutagar fiir Leishmanienkultur 50ml defibriniertes Kaninchen-Vollblut
50 ml NaCl (0,9 % in destilliertem H,O
(dH,0))

1 x Penicillin G-Streptomycin

200 ml BHI-Agar (52 g/l in dH,0)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline PAN Biotech, Aidenbach

(DPBS) ohne Magnesium und Calcium
Roswell Park Memorial Institute (RPMI)- | 10 % (v/v) FCS

1640 L-Glutamin Medium fiir 100 Units (U)/ml Penicillin G
Leishmanienkultur, J774A.1-Kultur und 100 U/ml Streptomycin
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen-Kultur 50 uM 2-Mercaptoethanol in RPMI-1640
(PAN Biotech, Aidenbach)

Tab. 10: Auflistung der verwendeten Kulturmedien und Puffer. Die Tab. zeigt die Handelsnamen (linke
Spalte) sowie die Zusammensetzung und Hersteller (rechte Spalte) der Medien und Puffer.

2.1.4 Photosensibilisatoren

FLASH-07a (acht positive Ladungen, Bereitgestellt von Dr.Andreas Spith,
molare Masse 1180.74gmol™); Institut fiir Organische Chemie,
Reinheit FLASH-07a-Hydrochlorid > 95 % | Universitit Regensburg, Deutschland
SAPyR (2-((4-pyridinyl)methyl)-1H- Bereitgestellt von Dr.Andreas Spith,

phenalen-1-one Chlorid); Reinheit > 99 % Institut fiir Organische Chemie,
Universitdt Regensburg, Deutschland

TMPyP (5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

pyridino)-porphyrin tetra-
(p-toluenesulfonat); Reinheit 97 %

Tab. 11: Auflistung der verwendeten Photosensibilisatoren. Die Tab. zeigt die Handelsnamen (linke
Spalte) und die Hersteller (rechte Spalte) der Photosensibilisatoren.
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2.1.5 Chemikalien, Reagenzien und Losungen

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2-Propanol

Merck, Darmstadt

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromid (MTT)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Brain-Heart-Infusion (BHI)-Agar

Institut fiir medizinische Mikrobiologie,

Universititsklinikum Regensburg

Brewer Thioglykolat Medium

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Cell Lysis Solution

QIAGEN, Hilden

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Applichem, Gatersleben

Ethanol (100 %)

J. T. Baker, Griesheim

Fetal calf serum (FCS)

PAN Biotech, Aidenbach

IQ™ SYBR Green Supermix

Bio-Rad, Miinchen

Kaninchen-Vollblut, defibriniert

Charles River, Sulzfeld; Harlan
Laboratories U.K. Ltd., Hillcrest, United
Kingdom

Mucocit-Losung

Merz, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt

Paraformaldehyd 36,5 - 38 %

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Penicillin G-Streptomycin Losung (100x)

Invitrogen, Darmstadt

Protein Precipitation Solution

QIAGEN, Hilden

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Trypanblau (0,2 % in 0,9 % NaCl)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypsin

PAN Biotech, Aidenbach

Water PCR Reagent

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tab. 12: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Losungen. Die Tab. zeigt die
Handelsnamen (linke Spalte) und die Hersteller (rechte Spalte) der Chemikalien, Reagenzien und Lésungen.
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2.1.6 Oligonukleotide

Die fiir die quantitative real Time-PCR verwendeten Oligonukleotidsequenzen wurden von

Metabion International AG, Martinsried bezogen:

Zielgen Bezeichnung Nukleotidsequenz
Leishmania | ISS1 (forward) 5°— GCT CCA AAA GCG TAT ATT AAT GCT GT - 3¢
major
18S-rRNA [ ISRV (reverse) | 5°— TCC TTC ATT CCT AGA GGC CGT GAG T - 3¢
Maus- B-Aktin_forward | 5°—-TCA CCC ACA CTG TGC CCA TCT ACG A -3¢
B-Aktin

B-Aktin reverse | 5°—GGA TGC CAC AGG ATT CCA TAC CCA -3¢

Tab. 13: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide. Die Tab. zeigt das Zielgen (linke Spalte), die
Bezeichnung (mittlere Spalte) und die Sequenz der Primer.

2.1.7 Zelllinie

J-774A.1 Zellen

Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig

Tab. 14: Auflistung der verwendeten Zelllinie. Die Tab. zeigt den Namen (linke Spalte) und den Hersteller
(rechte Spalte) der Zelllinie.

2.1.8 Leishmanienstamm

Leishmania major (MHOM/IL/81/FE/BNI) | Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg

Tab. 15: Auflistung des verwendeten Leishmanienstamms. Die Tab. zeigt den Namen (linke Spalte) und

den Hersteller (rechte Spalte) des Stamms.
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2.1.9 Mauslinie

Die fiir diese Arbeit verwendeten Miuse wurden unter specific pathogen-free (SPF)

Bedingungen am Klinikum Regensburg gehalten. Futter (Firma ssniff®) und H,O wurden

den Tieren ad libitum zur Verfliigung gestellt. Es wurde folgende Mauslinie verwendet:

C57BL/6

Janvier S.A.S.
(LeGenest-St-Isle, Frankreich)

Tab. 16: Auflistung der verwendeten Mauslinie. Die Tab. zeigt den Namen (linke Spalte) und den

Hersteller (rechte Spalte) der Méause.

2.1.10 Software
GraphPad Prism GraphPad Software, La Jolla, USA
IQ5™ Optical System Software 2.0 Bio-Rad, Miinchen
Microsoft Excel Microsoft Deutschland
Microsoft PowerPoint Microsoft Deutschland

Microsoft Word

Microsoft Deutschland

Tab. 17: Auflistung der verwendeten Software. Die Tab. zeigt den Handelsnamen (linke Spalte) und den

Hersteller (rechte Spalte) der Programme.
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung und Praparation der Leishmanien

Die Herstellung der fiir die Leishmanienkultur bendtigten Blutagarplatten erfolgte durch
Vermischung von 25 ml defibriniertem Kaninchen-Vollblut, 25 ml Natriumchlorid (NaCl),
1 x Penicillin G-Streptomycin und 100 ml Brain-Heart-Infusion (BHI)-Agar. 50 pl des
fliissigen Agars wurden dann pro Vertiefung auf eine vorgekiihlte 96-Well-Platte gegeben.
Dabei ist zu beachten, dass durch schriges Eingieen des Agars und schnelles Aushérten
aufgrund der niedrigen Temperatur dabei der Boden der Vertiefungen nur zu ca. 50 % mit
Agar bedeckt wurde und es sich dementsprechend um Schrigagar handelte. Nach vier

Stunden Trocknungszeit konnten die Platten bei 8 °C gelagert werden.

Zur Kultivierung wurden ca. 80.000 - 160.000 Leishmanien in 190 ul Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-Vollmedium pro Vertiefung einer 96-Well-Blutagarplatte
ausgesit. Die Platten wurden in einem Inkubator bei 28 °C und 5 % CO, aufbewahrt.
Innerhalb von sieben Tagen wuchsen die Leishmanien zu einem dichten Rasen (ca.
400 Millionen pro Platte) und konnten entnommen werden. Sie wurden dann entweder auf
einer neuen Blutagarplatte ausgesit, wofiir je nach Dichte 2 - 4 Vertiefungen entnommen
und in eine Petrischale zu 20 ml RPMI-Vollmedium gegeben wurden, oder fiir die
Experimente aufgereinigt. Um die Virulenz der Parasiten aufrechtzuerhalten, erfolgte
zudem im Abstand von etwa sechs Wochen eine Passage durch eine BALB/c-Maus

(Solbach et al., 1986).

Die Aufreinigung der Leishmanien fiir die Experimente erfolgte folgendermaRen:

Die Leishmanien wurden mittels einer Mehrkanalpipette aus den 96-Well-Blutagarplatten
entnommen und in einer Petrischale gepoolt. Danach wurden sie mit 50 ml
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS; engl.: phosphate buffered saline) in eine 50 ml
Sarstedt Rohre iiberfiihrt und bei 4000 Umdrehungen pro Minute (rpm; engl.: revolutions
per minute) 8 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 50 ml PBS
resuspendiert und der erste Schritt wiederholt. Insgesamt wurde drei Mal mit PBS
gewaschen.

Um die Leishmanien zu z&hlen, wurde nach dem letzten Waschvorgang das Pellet in 1ml

PBS resuspendiert. 10 ul der Leishmanien-Suspension wurden dann fiir 5 Minuten in 90 ul
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einer 4%igen Paraformaldehydldsung fixiert und anschlieBend 10 pl der nun fixierten
Leishmaniensuspension fiir 5 Minuten in 90 pl PBS inkubiert. Aus der 1:100 Verdiinnung
der Leishmaniensuspension wurde in einer Neubauer-Zihlkammer (Tiefe 20 pm,

Kammerfaktor 5 x 10%) die Parasitenzahl bestimmt.

Nach Ermittlung der Leishmanienzahl konnte die Parasitensuspension auf die gewiinschte
Konzentration eingestellt und in den Experimenten verwendet werden:

Fiir die Experimente mit L. major Promastigoten wurde die Parasitensuspension mit PBS
auf eine Konzentration von 1 x 107 L. major/ml eingestellt. Es wurden 50 pl der 1 x 10"/ml
Verdiinnung in jede Vertiefung einer 96-Well-Platte pipettiert (= 500.000 Leishmanien pro
Vertiefung).

Fiir die Erstellung einer Standardreihe von L. major wurden 100 pul der 1 x 10"/ml
Verdiinnung entsprechend 1 x 10° Leishmanien pro Vertiefung pipettiert. Davon wurden
dann 50 pl entnommen und im nichsten Nédpfchen mit 50 pul PBS vermischt. Davon
wurden wieder 50 pl entnommen, in die nichste Vertiefung gegeben und wieder mit PBS
vermischt (insgesamt sechs Mal). Die letzten 50 ul wurden verworfen. Dementsprechend
befanden sich in der ersten Vertiefung 500.000 Leishmanien, in der zweiten 250.000, in
der dritten 125.000, in der vierten 62.500, in der fiinften 31.250 und in der sechsten
15.625.

Fiir die in-vitro Infektion von Peritoneal-Exsudat-Makrophagen wurde die Leishmanien-
Suspension mit RPMI-Vollmedium auf 4 x 10° L. major/ml verdinnt und 500 pl
entsprechend 200.000 Leishmanien pro Vertiefung einer 12-Well-Platte pipettiert.

Die bei den Experimenten nicht bendtigten Volumina der Leishmanien-Suspension wurden
bei 4000 rpm 8 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und das Pellet mit mdglichst wenig
Fliissigkeit belassen. Das Pellet wurde in 500 pl vorgekiihlter 20 % Dimethylsulfoxid
(DMSO)/80 % fotales Kélberserum (FCS; engl.: fetal calf serum) Eingefrierlosung
resuspendiert und in vorgekiihlte Kryorohrchen {iberfiihrt. Diese wurden direkt im
Anschluss bei - 80 °C weggefroren. Das Vorkiihlen sowie die schnelle Abfolge der
Arbeitsschritte sollte die toxische Wirkung des DMSO minimieren.

Bei allen Experimenten mit Leishmanien wurde der infektiose Fliissigabfall tiber Nacht in
eine Glasflasche mit Mucocit-Losung gegeben. Der Hartabfall wurde bei 121 °C

autoklaviert.
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2.2.2 Kultivierung und Praparation der J774A.1-Makrophagenzelllinie

Die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde bei - 80 °C gelagert. Um sie zu kultivieren,
wurden die Zellen in den Kryoréhrchen schnell aufgetaut, um die toxische
Eingefrierlosung DMSO rasch zu entfernen. Dafiir wurden die Kryordhrchen im
Wasserbad erwdrmt. Nach dem Auftauen wurde der Inhalt der Kryoréhrchen in eine 50 ml
Sarstedt Rohre iiberfiihrt, in der 10 ml warmes RPMI-Vollmedium vorgelegt war.
AnschlieBend wurde die Suspension bei 1500 rpm 8 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Der Waschvorgang erfolgte, um das DMSO komplett zu entfernen.
Das Pellet wurde dann in 15 - 20 ml RPMI-Vollmedium resuspendiert und in
Zellkulturflaschen (TC-Flasche; engl.: tissue culture) iiberfiihrt. Diese wurden in einem

Inkubator fiir Zellkulturen gelagert.

Die Zellen wurden dann ca. alle drei Tage passagiert. Daflir wurde das RPMI-Vollmedium
mit einer Pasteurpipette aus Glas abgesaugt, mit 20 ml PBS gespiilt und erneut abgesaugt.
Der Boden der TC-Flasche wurde dann fiir 3 Minuten mit 2 ml einer 10 mmol Trypsin-
Losung benetzt, um die Zellen vom Boden zu 16sen. AnschlieBend wurden 4 ml Medium
zugegeben und die Flaschen gedreht, um die Zellen vollstindig zu 16sen. Die
Zellsuspension wurde dann entweder im Verhéltnis 1:2 entsprechend 3 ml in jeder neuen
TC-Flasche oder im Verhéltnis 1:3 entsprechend 2 ml in jeder neuen Flasche gesplittet.
Jede TC-Flasche wurde mit ca. 15 ml Medium gefiillt und anschlieBend wieder im

Inkubator fiir Zellkulturen gelagert.

Nach ausreichender Kultivierung konnte die J774A.1-Makrophagenzelllinie fiir die
Experimente verwendet werden. Sie wurde dafiir wie folgt geerntet und aufgereinigt: Die
TC-Flaschen wurden zunéchst ca. 30 Minuten auf Eis gelagert und der Inhalt anschlieBend
mit 10 ml PBS gespiilt. Um die Zellen vollstindig zu 16sen, wurden sie mit einem
Zellschaber abgeschabt. Dann wurde die Suspension in eine 50 ml Sarstedt Rohre
iiberfiihrt und bei 1500 rpm 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde nochmals
in 10 ml PBS resuspendiert und der erste Schritt wurde insgesamt drei Mal wiederholt.
Nach dem letzten Waschschritt wurde das Pellet in 5 ml PBS resuspendiert und die

Sarstedt Rohre auf Eis gelagert. 10 pl der Zellsuspension wurden mit 90 ul Trypanblau
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angefarbt. Die 1:10 Verdiinnung wurde anschlieBend in einer Neubauer-Zahlkammer
(Tiefe 100 pm, Kammerfaktor 1 x 10%) ausgezzhlt.

Fir die Experimente wurde die J774A.1-Makrophagenzelllinie mit PBS auf eine
Konzentration von 2 x 10° J774A.1/ml eingestellt. Davon wurden 50 pl pro Vertiefung
einer 96-Well-Platte entsprechend 100.000 Zellen pro Vertiefung pipettiert.

Fiir die Erstellung einer Standardreihe der J774A.1-Makrophagenzelllinie wurden 100 ul
der 2 x 10°ml Verdiinnung entsprechend 200.000 Zellen Vertiefung pipettiert. Dann
wurde analog wie bei Erstellung der Verdiinnungsreihe von L. major, wie in
2.2.1 beschrieben, verfahren. Dementsprechend befanden sich in der ersten Vertiefung
100.000 Zellen der J774A.1- Makrophagenzelllinie, in der zweiten 50.000, in der dritten
25.000, in der vierten 12.500, in der fiinften 6250 und in der sechsten 3125.

Der nicht benétigte Teil der Zellsuspension wurde bei 1500 rpm 5 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert und das Pellet mit moglichst wenig Fliissigkeit belassen. Das Pellet wurde
dann in 500 pl vorgekiihlter 10 % DMSO/90 % FCS Eingefrierlosung resuspendiert und in
vorgekiihlte Kryorohrchen tiberfiihrt. Gleich danach wurden diese bei - 80 °C weggefroren.

2.2.3 Zellzahlung und Bestimmung der Leishmanienzahl

Um die Zellzahl einer Suspension der J774A.1-Makrophagenzelllinie oder einer
Suspension von Peritoneal-Exsudat-Makrophagen zu bestimmen, wurden die Zellen, wie
in 2.2.2 beschrieben, mit Trypanblau gefarbt. Der saure Farbstoff dringt in die Zellen ein
und farbt diese tiefblau. Lebende Zellen konnen den Farbstoff aus ihrem Zytosol
transportieren, wohingegen tote Zellen blaugefdrbt bleiben. Dadurch kdnnen tote von
vitalen Zellen unter dem Mikroskop unterschieden werden und nur letztere gezihlt werden.
Um in einer Leishmanien-Suspension nur die lebenden Leishmanien zu zéhlen, wurden bei
der Bestimmung der Parasitenzahl nur spindelférmige Leishmanien mit sichtbarem
Flagellum berticksichtigt.

Die Verdiinnungen wurden mit einer Neubauer-Zéhlkammer ausgezihlt. Fiir die Z&hlung
der Zellen und die Bestimmung der Leishmanienzahl wurden Neubauer-Zihlkammern
unterschiedlicher Tiefe und Kammerfaktoren verwendet (siche 2.2.1 und 2.2.2). Die

Gesamtzahl der lebenden Zellen bzw. der Parasiten in der Suspension ergab sich aus dem
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Produkt der durchschnittlichen Anzahl aus den vier GroBquadraten mit dem

Kammerfaktor, der Verdiinnung und dem Volumen der Suspension.

Mittelwert aus 4 GroBBquadraten x Verdiinnungsfaktor x Kammerfaktor

= Zellzahl/ml Suspension

2.2.4 Generierung und Isolation von Peritoneal-Exsudat-Makrophagen

aus der Maus

Zur Gewinnung von Peritoneal-Exsudat-Zellen, deren grofiter Anteil Makrophagen sind
(Bogdan et al., 1989), erfolgte an Tag eins das Einspritzen von 1 ml einer 3%igen
Thioglykolat-Losung in C57BL/6 Maduse. Das Thioglycolat wurde in Millipore H,O
verdiinnt, erwdrmt und anschlieBend mit einer 0,4 x 19 mm Kaniile intraperitoneal
verabreicht. An Tag vier wurden die Méuse durch zervikale Dislokation getdtet und der
Bauchraum mit 10 ml RPMI-Vollmedium gespiilt. Die durch Herausziehen der Fliissigkeit
erhaltenen Peritoneal-Exsudat-Makrophagen wurden in eine 50 ml Sarstedt Rohre
iiberfithrt und bei 1500 rpm 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die Peritoneal-Exsudat-

Makrophagen wurden insgesamt zwei Mal mit RPMI-Vollmedium gewaschen.

2.2.5 Kultivierung und in-vitro-Infektion von Peritoneal-Exsudat-

Makrophagen mit Leishmanien

Nach Ermittlung der Zellzahl (siehe 2.2.3) wurden die Peritoneal-Exsudat-Makrophagen
mit RPMI-Vollmedium auf 4 x 10° Peritoneal-Exsudat-Makrophagen/ml verdiinnt. Es
wurden 500 pl der Verdiinnung entsprechend 200.000 Zellen pro Vertiefung einer 12-
Well-Platte pipettiert.

In acht der zwdlf Vertiefungen wurden die Zellen mit L. major infiziert. Die Infektion
erfolgte mit 200.000 Parasiten in 500 ul RPMI-Vollmedium je Vertiefung (sieche 2.2.1).
Dies entspricht einer Infektionsrate von einem Parasit pro Zelle. Alle Vertiefungen wurden

anschlieBend mit RMPI-Vollmedium aufgefiillt und fiir 24 Stunden in einem Inkubator bei
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28 °C und 5 % CO, aufbewahrt. Anschlieend wurde das Medium abgesaugt und zur
selektiven Gewinnung von adhdrenten Makrophagen, die bis dahin nicht adhérierten
Zellen, mit PBS weggewaschen. Die verbliebenen, adhidrenten Makrophagen, die in acht
der zwolf Vertiefungen infiziert und in vier der zwolf Vertiefungen der 12-Well-Platte

nicht infiziert waren, konnten dann in den Experimenten eingesetzt werden.

2.2.6 Photosensibilisatoren

Der Photosensibilisator (PS) SAPyR (2-((4-pyridinyl)methyl)-1H-phenalen-1-one Chlorid)
ist ein wasserloslicher Farbstoff, der auf einer 7-Perinaphthenon (phenalen-1-one)-Struktur
basiert. Die Herstellung erfolgte nach Patent No. WO/2012/113860 durch Dr. Andreas
Spéth (Institut flir organische Chemie, Universitdt Regensburg). Die photodynamische
antibakterielle Wirkung des Farbstoffs konnte bereits gezeigt werden (Cieplik et al., 2013).
SAPyR hat einen Extinktionskoeffizienten & > 9000 (L-mol '-cm ') bei der Wellenlinge
(M)max 360 - 410 nm.

Der PS TMPyP (5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridino)-porphyrin tetra-(p-toluene-
sulfonat) ist ein Porphyrin-Derivat. Der Farbstoff hat einen Extinktionskoeffizienten
£>220 000 (L-mol "-cm ") bei Amax 422 nm (Cieplik et al., 2013).

Der PS FLASH-07a ist ein Riboflavin-Derivat. Die Herstellung erfolgte folgendermafen:
Es wurden acht positive Ladungen an einen Riboflavin-PS angehdngt, indem die
Alkoholgruppen der Ribose-Kette mit Lysin nach dem Steglich-Protokoll verestert wurden
(Maisch et al.,, 2014). FLASH-07a hat einen Extinktionskoeffizienten ¢ von
9800 + 300 (L-mol ""cm™") bei Amax 372 nm und einen Extinktionskoeffizienten & von
10600 = 500 (L-mol_l-cm_l) bei Amax 445 nm (Dr. Andreas Spith; Institut fiir organische
Chemie, Universitit Regensburg).

Die chemischen Strukturen der Farbstoffe sind in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: Chemische Strukturen von SAPyR, TMPyP und FLASH-07a. (A) SAPyR ist einfach positiv
geladen. (B) TMPyP hat vier positive Ladungen pro Molekiil. (C) FLASH-07a hat acht positive Ladungen

pro Molekiil. Bereitgestellt von (Cieplik et al., 2013; Maisch et al., 2014).

Von den Farbstoffen TMPyP, SAPyR und FLASH-07a wurde je eine 200 pM Stamm-

16sung hergestellt.

Durch Erstellung einer Verdiinnungsreihe, ausgehend von der 200 uM Stammldsung,

erhielt man folgende Konzentrationen des PS TMPyP: 20 uM (1:10 Verdiinnung mit
destilliertem H,0), 2 uM (1:100), 1 uM (1:200), 0,2 uM (1:1000), 0,02 uM (1:10000).

Von den Farbstoffen SAPyR und FLASH-07a wurden die Konzentrationen 20 pM (1:10),
10 uM (1:20), 2 uM (1:100), 0,2 uM (1:1000), 0,02 uM (1:10000) hergestellt.
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2.2.7 Lichtquelle und Bestrahlungsparameter

Die Bestrahlung erfolgte mit der Lichtquelle Waldmann BlueV mit Aem 380 - 475 nm. Das
Emissionsspektrum der Lampe entspricht also in etwa dem Wellenldngenbereich, bei
welchem der Extinktionskoeffizient ¢ der Farbstoffe (siehe 2.2.6) am groBten ist. Dabei ist
das Integral des spektralen Uberlapps des Emissionsspektrums der Lichtquelle und des
Absorptionsspektrums der Farbstoffe, bei den drei verwendeten Farbstoffen unter-
schiedlich (TMPyP > FLASH-07a > SAPyR).

Je grofler der Extinktionskoeffizient ¢ bei der Wellenldnge Amax ist und je besser der
spektrale Uberlapp der Absorption des Farbstoffs mit der Emission der Lampe ist, desto
mehr Photonen kdnnen absorbiert werden.

In Abb. 12 sind die Absorptionsspektren aller drei Farbstoffe und das Emissionsspektrum

der Lampe zusammengefasst.
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Abb. 12: Charakteristisches Absorptionsspektrum von SAPyR, TMPyP und FLASH-07a sowie das
Emissionsspektrum der Lichtquelle BlueV. Die linke y-Achse zeigt den Absorptionswirkungsquerschnitt
der drei PS (griine Linie: TMPyP; rote Linie: SAPyR; gelbe Linie: FLASH-07a), die rechte y-Achse die
relative Spektrale Leistung der Lichtquelle (blaue Linie: BlueV). Auf der x-Achse ist die Wellenldnge in nm
abgebildet.
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Die Proben wurden mit einer Intensitit von 20,0 mW/cm® bestrahlt. Die effektive
Strahlungsexposition wurde durch Multiplikation der Intensitdt mit der Belichtungszeit

berechnet:

Strahlungsexposition [J/cm®] = Kraft/Fliche x Zeit [W/cm®x s]

Bei einer Belichtungszeit von 600 Sekunden betrug die applizierte Dosis daher 12 J/cm®.

Aufgrund der unterschiedlich hohen Extinktionskoeffizienten ¢ der Farbstoffe und des
unterschiedlichen spektralen Uberlapps der einzelnen Farbstoffe, kann die Effektivitit der
PS bei der photodynamischen Inaktivierung (PDI) nicht bei einer bestimmten
Konzentrationen miteinander verglichen werden. Es wurde stattdessen die Effektivitét bei
gleicher Anzahl an absorbierten Photonen miteinander verglichen. Dafiir wurde die Menge
an absorbierten Photonen pro Sekunde durch einen bestimmten Farbstoff, bei Belichtung
mit einer bestimmten Bestrahlungsquelle, in Kooperation mit Dr. Johannes Regensburger
(Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie, Universititsklinikum Regensburg) nach folgender
Formel berechnet (Cieplik et al., 2015):

Absorbierte Photonen/Sekunde =

E(l' 10-8(7\.)'C'd) P (V) '}\/Co‘h
e(N) Extinktionskoeffizient [(mol x cm™)] Gemessen mit einem
Photospectrometer
Pen (M) Spektrale Bestrahlungsstérke der Gemessen mit einem
Lichtquelle [mW/nm] CCD Detektorsystem
c Konzentration des Farbstoffes [uM] Hier: 0,7175 uM TMPyP,
15 uM SAPyR, 10 pM
FLASH-07a
d Dicke der Losung [mm] Hier: 1,3 mm
Co Lichtgeschwindigkeit [m/s] 299,792,458 m/s
Plancksche Konstante [J x s] 6,62606957 x 107* Js
A Wellenldnge [nm]
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Ausgehend von der Konzentration 10 pM FLASH-07a wurde die Konzentration bestimmt,
bei der die anderen beiden PS die gleiche Anzahl an Photonen pro Sekunde absorbieren.
Nach Einsetzen der Werte in die Formel ergaben sich fiir die Bestrahlung der Proben mit

der Lampe Waldmann BlueV mit einer Intensitéit von 20,0 mW/cm” folgende Werte:

Farbstoffkonzentration 0,7175 uM TMPyP | 15 uM SAPyR | 10 uM FLASH-07a
Absorbierte Photonen/Sekunde | 2,6355 x 10" 2,6346 x 10" | 2,6356 x 10

Tab. 18: Anzahl an absorbierten Photonen pro Sekunde von 0, 7175 pM TMPyP, 15 uM SAPyR und
10 ptM FLASH-07a bei Bestrahlung mit der Lampe Waldmann BlueV mit einer Intensitit von
20,0 mW/em?. Die Tab. zeigt die Farbstoffkonzentrationen von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a, bei denen
die Farbstoffe die gleiche Anzahl an Photonen pro Sekunde absorbieren.

2.2.8 Photodynamische Inaktivierung von L. major Promastigoten: anti-

promastigote Wirkung von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a

Die wie in 2.2.1 beschrieben ausplattierten L. major Promastigoten wurden entweder mit
dem gleichen Volumen an doppelt konzentriert angesetzter Farbstofflosung oder mit dem
gleichen Volumen an destillietem H,O gemischt. Es wurden verschiedene
Konzentrationen der Farbstoffe (siche 2.2.6) zugegeben. Bei der Zugabe von TMPyP
ergaben sich durch die 1:1 Verdiinnung die Endkonzentrationen 10 uM, 1 uM, 0,5 uM,
0,1 uM, 0,01 uM und 0 uM (H,0 statt Farbstoff) in den Vertiefungen. Bei den Farbstoffen
SAPyR und FLASH-07a ergaben sich die Endkonzentrationen 10 uM, 5uM, 1 uM,
0,1uM, 0,01 uM und OuM (H,0 statt Farbstoff). Die Platten wurden dann im Dunkeln bei
28 °C und 5 % CO, fiir 30 Minuten, 5 Minuten oder 1 Minute mit den Farbstoffen bzw.
mit H,0 inkubiert.

Unmittelbar nach der Inkubation wurden die Platten entweder fiir 600 Sekunden mit einer
Leistung von 20,0 mW/cm® entsprechend einer applizierten Energiedosis von 12 J/cm?®
bestrahlt oder fiir diese Zeit im Dunkeln belassen.

Dabei wurden folgende Bedingungen getestet (Tab. 19):

54



Material und Methoden

unbehandelte Kontrolle | Dunkelkontrolle Lichtkontrolle Phototoxizitéts
(= Referenzkontrolle) (DK) (LK) -Proben
+/- - + - +
Photosensibilisator
(PS)
+/- Licht (L) - - + +

Tab. 19: Getestete Bedingungen bei der photodynamischen Inaktivierung von L. major Promastigoten.
Die Tab. zeigt, wie die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle), die Dunkelkontrolle, die Licht-
kontrolle und die Phototoxizitits-Proben in den Experimenten definiert wurden (+/- : mit/ohne).

AnschlieBend wurde pro Vertiefung der 96-Well-Platte 50 pul Medium zugegeben.
AuBlerdem wurde eine Leerwert-Reihe (engl.: Blank) erstellt. Diese bestand aus 50 pl
Medium, 50 pl PBS und 50 pl destilliertem H,O pro Vertiefung. Dann wurden die Platten
bei 28 °C und 5 % CO; liber Nacht inkubiert.

Um die anti-promastigote Wirkung der PDI mit TMPyP, SAPyR und FLASH-07a zu
evaluieren, wurde die Vitalitit der L. major Promastigoten am ndchsten Tag mit dem 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid (MTT)-Test bestimmt.
AulBlerdem wurden die mit dem MTT-Assay gemessenen optische Dichte (OD)-Werte der

Standardreihe mit der Zellzahl korreliert und die entsprechende Vitalitit bestimmt.

2.2.9 Photodynamische Inaktivierung der J774A.1-Makrophagenzelllinie:
Zytotoxizitit von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a

Die wie in 2.2.2 beschrieben ausplattierte J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde entweder
mit dem gleichen Volumen an doppelt konzentriert angesetzter Farbstofflosung oder mit
dem gleichen Volumen an destilliertem H,O gemischt. Es wurden verschiedene
Konzentrationen der Farbstoffe (siche 2.2.6) zugegeben. Bei der Zugabe von TMPyP
ergaben sich durch die 1:1 Verdiinnung die Endkonzentrationen 10 uM, 1 uM, 0,5 uM,
0,1 uM, 0,01 uM und 0 pM (H,0 statt Farbstoff) in den Vertiefungen. Bei den Farbstoffen
SAPyR und FLASH-07a ergaben sich die Endkonzentration 10 uM, 5 uM, 1 uM, 0,1 uM,
0,01 uM und 0 uM (H,0 statt Farbstoff). Die Platten wurden dann im Dunkeln bei 28 °C
und 5 % CO, fiir 30 Minuten, 5 Minuten oder 1 Minute mit den Farbstoffen bzw. mit H,0

inkubiert. Unmittelbar nach der Inkubation wurden die Platten entweder fiir 600 Sekunden
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mit einer Leistung von 20,0 mW/cm” entsprechend einer applizierten Energiedosis von
12 J/em? bestrahlt, oder fiir diese Zeit im Dunkeln belassen.

Dabei wurden folgende Bedingungen getestet (Tab. 20):

unbehandelte Kontrolle | Dunkelkontrolle Lichtkontrolle Phototoxizitéts
(= Referenzkontrolle) (DK) (LK) -Proben
+/- - + - +
Photosensibilisator
(PS)
+/- Licht (L) - - + +

Tab. 20: Getestete Bedingungen bei der photodynamischen Inaktivierung der J774A.1-Makrophagen-
zelllinie. Die Tab. zeigt, wie die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle), die Dunkelkontrolle, die
Lichtkontrolle und die Phototoxizitéts-Proben in den Experimenten definiert wurden (+/-: mit/ohne).

AnschlieBend wurde pro Vertiefung der 96-Well-Platte 50 pul Medium zugegeben.
AuBlerdem wurde eine Leerwert-Reihe (engl.: Blank) erstellt. Diese bestand aus 50 pl
Medium, 50 pl PBS und 50 pl destilliertem H,O pro Vertiefung. Dann wurden die Platten
bei 28 °C und 5% CO; iiber Nacht inkubiert.

Um die Zytotoxizitit der PDI mit TMPyP, SAPyR und FLASH-07a zu evaluieren, wurde
die Vitalitdit der J774A.1-Makrophagenzelllinie am néchsten Tag mit dem 3-
(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid (MTT)-Test bestimmt.
AufBlerdem wurden die mit dem MTT-Assay gemessenen OD-Werte der Standardreihe mit

der Zellzahl korreliert und die entsprechende Vitalitét bestimmt.

2.2.10 Photodynamische Inaktivierung von mit L. major infizierten
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen: anti-amastigote Wirkung

und Zytotoxizitit von SAPyR

Zu den wie in 2.2.5 beschrieben ausplattierten Peritoneal-Exsudat-Makrophagen und
L. major Amastigoten wurden entweder 500 pl SAPyR der Endkonzentration 5 uM oder
500 pl destilliertes H>O pro Vertiefung zugegeben. Die Platten wurden dann fiir 1 Minute
bei 28 °C und 5 % CO; im Dunkeln inkubiert.
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Unmittelbar nach der Inkubation wurden die Platten entweder fiir 600 Sekunden mit einer
Leistung von 20,0 mW/cm® entsprechend einer applizierten Energiedosis von 12 J/cm?®
bestrahlt oder fiir diese Zeit im Dunkeln belassen.

Dabei wurden folgende Bedingungen getestet (Tab. 21):

unbehandelte Kontrolle Dunkelkontrolle (DK) Phototoxizitéts-Proben

(= Referenzkontrolle)

Peritoneal- Peritoneal- Peritoneal- Peritoneal- Peritoneal- Peritoneal-
Exsudat- Exsudat- Exsudat- Exsudat- Exsudat- Exsudat-

Makrophagen | Makrophagen | Makrophagen | Makrophagen | Makrophagen | Makrophagen

+ L. major + L. major + L. major
+/- - - / + / +
PS
+- - - / - / +
L

Tab. 21: Getestete Bedingungen bei der photodynamischen Inaktivierung von mit L. major infizierten
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen. Die Tab. zeigt, wie die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle),
die Dunkelkontrolle und die Phototoxizitdts-Proben in den Experimente definiert wurden (+/- PS: mit/ohne
Photosensibilisator; +/- L: mit/ohne Licht;/: nicht getestet).

Anschlieend wurde der Farbstoff aus den Vertiefungen abgesaugt, mit Medium
gewaschen und 2 ml frisches Medium pro Vertiefung der 12-Well-Platte zugegeben. Dann
wurden die Platten bei 28 °C und 5 % CO; liber Nacht inkubiert.

Am néchsten Tag wurde eine genomische DNA-Isolierung durchgefiihrt. Der Effekt der
PDI mit SAPyR wurde dann durch Bestimmung der Parasitenlast mittels quantitativer real

Time-PCR (qRT-PCR) gemessen.

2.2.11 MTT-Assay

Bei dem MTT-Assay (Durchfiihrung nach Mosmann, 1983) handelt es sich um einen
colorimetrischen Assay, der auf dem Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl-tetrazolium bromid) basiert. Der blassgelbe MTT-Farbstoff wird von
Dehydrogenase-Enzymen durch Spaltung des Tetrazoliumrings in das schlecht
wasserlosliche blau-violette Formazan umgewandelt. Die Reaktion findet nur in den
Mitochondrien metabolisch aktiver Zellen statt und ist deshalb nur bei lebenden Zellen zu

beobachten. Die Vitalitit der Zellen konnte also durch Messung der Menge des
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entstehenden Formazans ermittelt werden. Die Menge des Formazans wurde durch
Messung der optische Dichte mit einem ELISA Mikroplattenlesegerdt (engl.. ELISA
microplate reader) bestimmt. Das Prinzip dabei ist, dass Licht von einer im Gerit
integrierten Lichtquelle emittiert wird und die Absorption des Lichts durch die Proben
gemessen wird. Um nur die Absorption durch Formazan zu messen, wurde der
Absorptionshintergrund, der durch Medium, PBS und die Farbstoffe alleine entsteht, mit
einer Leerwert-Reihe bestimmt. Der Absorptionshintergrund wurde dann bei der Analyse
der Daten von den OD-Werten der eigentlichen Proben abgezogen.

Der MTT-Assay wurde wie folgt durchgefiihrt: In jede Vertiefung wurden 10 ul MTT-
Losung (S5mg/ml in H,0 gelost) gegeben. Danach wurden die Platten fiir 4 Stunden bei
28 °C und 5 % CO; inkubiert. Danach wurde die Reaktion mit 20%iger Dodecylsulfat.Na-
Salz-Losung (SDS; engl.: sodium dodecyl sulfate) abgestoppt. Pro Vertiefung wurden
dabei 100 pl SDS pipettiert und sorgfiltig mit den blau-violetten Kristallen vermischt.
Dadurch wurde das schlechtlosliche Formazan aufgeldst und eine homogene, zur Messung
geeignete Losung hergestellt. Nach einigen Minuten bei Raumtemperatur hatten sich alle
Kristalle in der SDS-Losung aufgeldst und innerhalb einer Stunde wurden die Proben mit
dem ELISA Mikroplattenlesegerdt bei 540 nm vermessen. AnschlieBend wurden die Daten

zur Auswertung in Microsoft Excel importiert.

2.2.12 Genomische DNA Isolation aus Peritoneal-Exsudat-Makrophagen

Um genomische DNA aus Peritoneal-Exsudat-Makrophagen zu isolieren, erfolgte ein
Verdau der Zellen in 500ul Zelllyse-Puffer (engl.: cell lysis solution). Es zeigte sich, dass
die adhédrenten Makrophagen sich durch die vorherige Belichtung 16sen. Daher wurde das
in der Vertiefung befindliche Medium nicht verworfen, sondern in eine 50 ml Sarstedt
Rohre iiberfithrt und bei 1500 rpm 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlieBend in 250 pl Zelllyse-Puffer aufgelost. Die anderen 250 pl des Zelllyse-Puffers
wurden nach Spiilung mit PBS direkt in die entsprechende Vertiefung gegeben und
anschlieBend in die gleiche Sarstedt Rohre iiberfiihrt.

Da keine Proteinase K zugegeben wurde, erfolgte die sofortige Lagerung auf Eis, um
storende Enzyme wie Desoxyribonukleasen (DNasen) und Ribonukleasen (RNasen) zu

inaktivieren. Durch anschlieBende Zugabe von 200 ul Proteinprézipitations-Puffer (engl.:
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protein precipitation solution) und starkem Vortexen fiir 20 Sekunden, wurden die
Proteine dann ausgefdllt. Die Abtrennung der Proteine erfolgte anschlieBend durch
zentrifugieren der Proben bei 4000 rpm fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Fillung
der DNA wurde der proteinfreie Uberstand zu 700 pl 100%igem Isopropanol,
entsprechend einer 1:1 Verdiinnung mit der Ausgangslosung gegeben. Die Proben wurden
ca. 50 Mal invertiert und dann bei 14000 rpm fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt und 500 ul 70 %iger, unvergillter
Ethanol zum Pellet gegeben. Dann wurde erneut bei 14000 rpm fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und der
restliche Ethanol mit einer Pipette abgenommen. Das DNA-Pellet wurde dann 30 -
45 Minuten luftgetrocknet und am Ende in 50 pl DNase- und RNase-freiem Wasser gelost.

Bis zur weiteren Verarbeitung und Analyse wurde die DNA bei - 20 °C weggefroren.

2.2.13 Quantitative real Time-PCR zur Bestimmung der Parasitenlast in

Peritoneal-Exsudat-Makrophagen

Die qRT-PCR ist eine Methode, bei der eine bestimmte DNA-Sequenz soweit amplifiziert
wird, dass sie detektiert und quantifiziert werden kann. In dieser Arbeit erfolgte die
Detektion der Zunahme des PCR-Produkts mit dem Farbstoff SYBR Green 1. Dabei
handelt es sich um einen Cyaninfarbstoff, der an doppelstringige DNA bindet. Nach der
Bindung an die DNA verstirkt sich das Fluoreszenzsignal des Farbstoffs, wodurch der
Einbau des Farbstoffs in die DNA messbar ist. Der DNA-Farbstoff-Komplex absorbiert
blaues Licht von 494 nm und emittiert griines Licht von 522 nm. Je mehr DNA in einer
Probe enthalten ist, desto friiher ist der sogenannte Schwellenwertzyklus (Ct; engl.: cycle
threshold) erreicht, das heilt, das Fluoreszenzsignal des SYBR Green [ Farbstoffs
iibersteigt das Hintergrundsignal und es ist genug DNA vorhanden, um vom System
detektiert zu werden. Da der SYBR Green I Farbstoff unspezifisch an doppelstringige
DNA-Fragmente bindet, miissen Qualititskontrollen stattfinden, um sicherzustellen, dass
auch die Vervielfaltigung des durch die Primer-Sequenzen bestimmten, gewiinschten PCR-
Produkts erfolgt. Deshalb wurden Schmelzkurven-Analysen nach jedem Lauf
durchgefiihrt. Dafiir wurden die PCR-Produkte nach 40 Zyklen fiir 5 Minuten auf 24 °C
abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Proben in 0,5 °C-Schritten bis 95 °C aufgeheizt. Das
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Fluoreszenzsignal nimmt dabei langsam ab, bis bei ca. 85 °C die doppelstringige DNA
auseinander geht (Schmelztemperatur) und das Signal fast verschwindet. Findet nur einmal
ein solcher Abfall statt, ist nur ein PCR-Produkt entstanden und nicht mehrere
unspezifische.

Da von den DNA-Proben, Standards und Nicht-Template Kontrollen (NTC; engl.: non
template control) jeweils Triplikate pipettiert wurden, entstehen drei Amplifikationskurven
und drei Schmelzkurven je Probe. Diese sollten zusammen verlaufen, was ebenfalls zur
Qualititskontrolle der PCR herangezogen werden kann. Die Vervielfdltigung des

gewlinschten Produkts sollte auBerdem exponentiell verlaufen.

In den Abb. 13 und 14 sind Beispiele fiir die Schmelzkurve und die Amplifikationskurve
einer PCR dargestellt.
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Abb. 13: Anderung des Fluoreszenzsignals der Schmelzkurven von drei f-Aktin-Standard-Proben auf
einer 96-Well-PCR-Platte. Auf der x-Achse ist die Temperatur in °C gezeigt, die y-Achse zeigt die
Anderung der relativen Fluoreszenzeinheit (RFU; engl. relative fluorescence units) iiber die Zeit (T) (-d

(RFU)/dT): Die Anderung des Fluoreszenzsignals ist bei der Schmelztemperatur am groBten (Peak in der
Abb.).
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Abb. 14: Amplifikationskurven von drei f-Aktin-Standard-Proben auf einer 96-Well-PCR-Platte. Auf
der x-Achse ist die Zyklusnummer gezeigt, die y-Achse zeigt die Zunahme der Fluoreszenzintensitit (RFU;
engl. relative fluorescence units) liber das Hintergrundfluoreszenzsignal (engl. PCR Base Line Substracted
Curve Fit): Je niedriger der Gehalt an genomischer Maus-DNA ist, desto mehr Zyklen braucht es, bis der
Schwellenwertzyklus erreicht ist und das Signal der Standardprobe detektiert werden kann (griine waagrechte
Linie: Schwellenwert des Hintergrundfluoreszenzsignals).

Um die Parasitenlast in Peritoneal-Exsudat-Makrophagen mit Hilfe der qRT-PCR zu
bestimmen, musste zundchst genomische DNA aus den Peritoneal-Exsudat-Makrophagen
gewonnen werden (siehe 2.2.12). Die photometrische Bestimmung des DNA-Gehalts der
Proben erfolgte mittels eines Photometers bei 280/260 nm. Da das Absorptionsmaximum
fiir Proteine, basierend auf der Absorption der aromatischen Aminoséurereste bei 280 nm
liegt, zeigt das Verhéltnis der ODys zur ODygp an, wie stark die DNA-Probe durch
Alkohol und Reste von Proteinen verunreinigt ist.

Anschliefend wurde die DNA-Konzentration der Probe mit DNase- und RNase-freiem
Wasser auf 125 pg/ul eingestellt.

In dieser Arbeit wurde mittels qRT-PCR zum einen Maus-f3-Aktin-DNA und zum anderen
Leishmanien-18S-rRNA detektiert und quantifiziert.

Zur Bestimmung des B-Aktin Gehalts der Proben sowie des Gehalts an Leishmanien-DNA
wurde jeweils eine Standardkurve erstellt. Die p-Aktin-Standardkurve wurde aus
genomischer DNA erstellt, die von einer Mdusemilz isoliert wurde. Die Maus-DNA wurde
auf die Konzentration 12500 pg/ul eingestellt und davon die Verdiinnungen 1250 pg/ul,
125 pg/pl und 12,5 pg/ul hergestellt. Diese Konzentrationen wurden dann zur Erstellung
der Standardkurve verwendet.

Die Leishmanien-Standardkurve wurde mit der Plasmid-DNA von Christian Drosten

(Schulz et al., 2003), die mehrere Kopien der 18S-rRNA-Sequenz des Leishmaniengenoms
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enthilt, erstellt. Ausgehend von einer 102-Verdiinnung entsprechend 10° L. major
Units/ul, die vom Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin in Hamburg zur Verfiigung
gestellt wurde, wurde eine Verdiinnungsreihe mit den Konzentrationen 10 (10° Units/pl),
107 (10" Units/ul), 107 (10° Units/pl) und 10™® (10* Units/ul) hergestellt. Diese wurde zur
Erstellung der Standardkurve verwendet. Die Verdiinnung erfolgte in der fiir die $-Aktin-
Standardkurve isolierten genomischen Maus-DNA (Konzentration =125 pg/ul).

Mit Hilfe der gemessenen Ct-Werte und der oben beschriebenen Standardkurven konnte
dann die Anzahl der Parasiten bezogen auf die Menge an Peritoneal-Exsudat-Makrophagen
berechnet werden.

Fiir die PCR-Reaktion wurde folgender Ansatz pro Vertiefung einer 96-Well-PCR-Platte
pipettiert (25 pul Gesamtvolumen):

= 12,5 uliQ™ SYBR Green Supermix

= 2 pl Primer (entweder Maus-B-Aktin-Primer oder Leishmania major 18S-rRNA-
Primer)

= 9,5ul H,O

= | pl genomischer DNA-Probe oder Standard-Probe oder H,O fiir die Nicht-
Template Kontrollen (NTC)

Dann wurde die PCR-Platte mit einer selbstklebenden Folie versiegelt, kurz zentrifugiert

und am BioRad iCycler iQ™ 5 folgendes Programm gewahlt:

= Schritt 1: Initiale Denaturierung bei 95 °C fiir 13 Minuten

= Schritt 2: Denaturierung bei 95 °C fiir 20 Sekunden

= Schritt 3: Primerhybridisierung bei 58 °C fiir 30 Sekunden

= Schritt 4: Elongation bei 72 °C fiir 30 Sekunden

= Schritt 5: 24 °C fiir 5 Minuten

= Schritt 6: Schmelzkurve in 0,5 °C Schritten bis 95 °C (= 81 Zyklen)

Die Schritte 2 - 4 wurden 40 Mal wiederholt.
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2.2.14 Analyse der Daten

Die Auswertung der Phototoxizitits-Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel, die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung, in den Graphen sind die
Mittelwerte mit Standardfehler gezeigt. Die Ergebnisse der Experimente mit L. major
Promastigoten und mit der J774A.1-Makrophagenzelllinie wurden mit Werten aus
mindestens vier unabhidngigen Experimenten berechnet. Jeder getestete Parameter wurde
dabei vierfach bestimmt. Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte durch Bezug der Proben
auf die Referenzkontrolle (= unbehandelte Kontrolle; Photosensibilisator (PS)-, Licht (L)-).
Dabei wurde eine Schwankung um den Referenzwert um = 10 % als ,kein Einfluss*
definiert. Eine Reduktion der Vitalitit um mindestens 90 % bezogen auf den Referenzwert
wurde als ,,effizient abgetdtet™ definiert.

Die Standardreihe der L. major Promastigoten und der J774A.1-Makrophagenzelllinie
wurde als Dubletten ausgefiihrt. Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte durch Korrelation
der OD-Werte mit der Zellzahl und anschlieBendem Bezug der Werte auf die
Referenzkontrolle (Probe mit der hdchsten Zellzahl).

Die Ergebnisse der Peritoneal-Exsudat-Makrophagen-Experimente wurden mit Werten aus
zwel unabhdngigen Experimenten berechnet. Jeder getestete Parameter wurde dabei
dreifach bestimmt. Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte durch Vergleichen der Werte

der Proben mit denen der Standardkurve.
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3. Ergebnisse

3.1. OD-Wert Messung und Bestimmung der Vitalitat von
Proben mit bekannter Anzahl an L. major

Promastigoten mittels MTT-Assay

Um bei einer bestimmten Anzahl von Leishmanien den OD-Wert bzw. die Vitalitit mit
dem MTT-Assay zu bestimmen, wurden die Standardreihen mit einer berechneten Zellzahl
von 500.000 bis 15.625 L. major Promastigoten pro Vertiefung einer 96-Well-Platte
erstellt. Nach Inkubation bei 28 °C und 5 % CO, fiir 30 Minuten, 5 Minuten oder 1 Minute
wurden die Platten mit den Standardreihen im Dunkeln belassen. Die mit dem MTT-Assay
gemessenen OD-Werte wurden anschlieBend mit der bekannten, berechneten Zellzahl
korreliert und die entsprechende Vitalitit durch Bezug auf die Proben mit 500.000 Zellen
(= Referenzkontrolle) bestimmt.

In Abb. 15 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 15: Gemessener OD-Wert und gemessene Vitalitit bei einer bestimmten Leishmanienzahl in
Abhingigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten. (A-C) Von den L. major Promastigoten wurden
Standardreihen erstellt, die gemessenen OD-Werte mit der bekannten Zellzahl korreliert und die
entsprechende Vitalitdt durch Bezug auf die Proben mit 500.000 Zellen (= Referenzkontrolle) bestimmt. Es
sind der mit dem MTT-Assay gemessene OD-Wert (linke y-Achse) sowie die gemessene Vitalitdt bei einer
bestimmten Zellzahl (rechte y-Achse) abgebildet. (A) Inkubation (Ink.) der Proben fiir 30 min. OD-Werte:
blaue Balken. Vitalitdt in [%]: lila Linie. (B) Ink. der Proben fiir 5 min. OD-Werte: rote Balken. Vitalitit in
[%]: lila Linie. (C) Ink. der Proben fiir 1 min. OD-Werte: griine Balken. Vitalitdt in [%]: lila Linie. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 9 fiir 30 min Ink.; n = 6 fiir 5 min Ink.;
n =7 fir | min Ink.).

Die Ergebnisse des MTT-Assays zeigten, dass die Menge an entstehendem Formazan im
getesteten Bereich abhingig von der Zellzahl war: Je hoher die Leishmanienzahl in der
Probe war, desto hoher war der gemessene OD-Wert bzw. die entsprechende Vitalitdt in
Prozent. Umgekehrt entsprachen dementsprechend wenige Zellen in der Probe einem
geringen OD-Wert.

Die Hohe der Absorption im MTT-Assay war dabei nicht direkt proportional zur
Leishmanienzahl: Bei 30 Minuten Inkubation nahm der gemessene OD-Wert von
0,27 = 0,06 (500.000 Zellen) auf 0,00 = 0,01 (15.625 Zellen) ab. Dementsprechend zeigte
sich in Abhingigkeit von der Zellzahl, bezogen auf die Proben mit 500.000 Zellen
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(= Referenzkontrolle), eine Abnahme der Vitalitdt von 46,9 + 15,8 % auf 0,3 + 2,0 %. Die
dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 22 gezeigt.

Bei 5 Minuten Inkubation nahm der gemessene OD-Wert von 0,31 + 0,09 (500.000 Zellen)
auf 0,00 = 0,00 (15.625 Zellen) ab. Dementsprechend zeigte sich in Abhéngigkeit von der
Zellzahl, bezogen auf die Proben mit 500.000 Zellen (= Referenzkontrolle), eine Abnahme
der Vitalitit von 47,7 = 11,0 % auf 0,7 = 1,5 %. Die dazugehorigen Werte sind
zusammengefasst in Tab. 22 gezeigt.

Bei 1 Minute Inkubation nahm der gemessene OD-Wert von 0,33 + 0,08 (500.000 Zellen)
auf 0,01 = 0,01 (15.625 Zellen) ab. Dementsprechend zeigte sich in Abhéngigkeit von der
Zellzahl, bezogen auf die Proben mit 500.000 Zellen (= Referenzkontrolle), eine Abnahme
der Vitalitdit von 61,7 = 3,0 % auf 2,2 = 4,5 %. Die dazugehorigen Werte sind

zusammengefasst in Tab. 22 gezeigt.

Zellzahl L.major 500.000 250.000 125.000 62.500 31.250 15.625

30 min Inkubation

- Bestrahlung

Vitalitdt [%] 1002 46,9 + 15,8 18,2+ 6,9 4,4+32 1,2+1,8 03+2,0
OD-Wert 0,27 + 0,06 0,13 +£0,06 0,05 +0,03 0,01+ 0,01 0,00+ 0,01 0,00+ 0,01
Zellzahl L.major 500.000 250.000 125.000 62.500 31.250 15.625

5 min Inkubation

- Bestrahlung

Vitalitét [%] 1002 47,7+ 11,0 17,4+£48 55419 1,9+ 0,6 0,7+ 1,5
OD-Wert 0,31 +0,09 0,15+ 0,05 0,05 +0,02 0,02 +0,01 0,01 +0,00 0,00 + 0,00
Zellzahl L.major 500.000 250.000 125.000 62.500 31.250 15.625

1 min Inkubation

- Bestrahlung

Vitalitét [%] 1002 61,7+3,0 27,7+3,3 9,8+4,0 34+43 2,2+45
OD-Wert 0,33 +0,08 0,20 + 0,05 0,09 + 0,02 0,03 +£0,01 0,01 +0,01 0,01+ 0,01

Tab. 22: Gemessene Vitalitiit und gemessener OD-Wert bei einer bestimmten Leishmanienzahl. Die
Tab. zeigt die Vitalitit von L. major in [%] und die mit dem MTT-Assay gemessenen OD-Werte (*: die
Vitalitdt der Leishmanien wurde auf die Proben mit der Zellzahl 500.000 normalisiert). Die Ergebnisse sind
als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (n = 9 fiir 30 min (Inkubation) Ink.; n = 6 fiir 5 min Ink.;
n =7 fir | min Ink.).

Zusammengefasst entsprach eine Vitalitit von < 10 % (Vitalitdtsabnahme um mindestens
90 % bezogen auf die Referenzkontrolle), unabhingig von der Inkubationszeit, einer
Anzahl von L. major Promastigoten pro Vertiefung von = 62.500. Dementsprechend
befinden sich 62.500 oder weniger Leishmanien in den Proben, wenn laut Definition in den
folgenden Experimenten dieser Arbeit, die Ergebnisse zur photodynamischen

Inaktivierung (PDI) als ,,effizient abgetdtet* definiert werden.
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Eine Anzahl von =< 31.250 L. major Promastigoten pro Vertiefung entsprach unabhingig
von der Inkubationszeit, kaum noch messbaren OD-Werten. Dementsprechend sind im
Bereich der Detektionsgrenze des MTT-Assays 31.250 oder weniger Leishmanien in den

Proben vorhanden.

3.2 Photodynamische Inaktivierung von L. major Promastigoten

Im ersten Teil der Arbeit wurde die photodynamische Effektivitit der
Photosensibilisatoren (PS) TMPyP, SAPyR und FLASH-07a bei der Inaktivierung von
L. major Promastigoten in-vitro, in Suspension getestet. Dafiir sind die Parasiten mit
verschiedenen Farbstoffkonzentrationen fiir 30 Minuten, 5 Minuten oder 1 Minute
inkubiert worden. Die Suspensionen sind dann mit der Lampe Waldmann BlueV mit einer
Intensitit von 20,0 mW/cm® fiir 600 Sekunden, entsprechend einer applizierten
Energiedosis von 12 J/cm®, bestrahlt worden. Die Vitalitit der L. major Promastigoten

wurde anschliefend mit dem MTT-Test bestimmt.

3.2.1 Anti-promastigote Wirkung von TMPyP

Um die Wirkung des PS TMPyP gegen L. major Promastigote zu testen, wurden die
Parasiten mit den Konzentrationen 0 uM, 0,01 puM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM und 10 pM
TMPyP inkubiert und belichtet.

In Abb. 16 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 16: Anti-promastigote Wirkung von TMPyP in Abhiingigkeit von verschiedenen
Inkubationszeiten. (A-C) Die L. major Promastigoten wurden mit 0 - 10 uM TMyP inkubiert und mit einer
Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt oder im Dunkeln belassen. Die Vitalititsabnahme bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (Photosensibilisator (PS)- Licht (L)-) (ausgefiillte Balken, Konz. 0 pM), wurde mit
dem MTT-Assay bestimmt. (A) Inkubation (Ink.) von L. major Promastigoten mit TMPyP fiir 30 min.
Dunkelkontrollen (DK) (PS+ L-): blau ausgefiillte Balken. Lichtkontrolle (LK) (PS- L+): blau gestrichelter
Balken, Konz. OuM. Mit TMPyP und Licht behandelte Proben (PS+ L+): blau gestrichelte Balken. (B) Ink.
von L. major Promastigoten mit TMPyP fiir 5 min. DK (PS+ L-): rot ausgefiillte Balken. LK (PS- L+): rot
gestrichelter Balken, Konz. OpM. Mit TMPyP und Licht behandelte Proben (PS+ L+): rot gestrichelte
Balken. (C) Ink. von L. major Promastigoten mit TMPyP fiir 1 min. DK (PS+ L-): griin ausgefiillte Balken.
LK (PS- L+): griin gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit TMPyP und Licht behandelte Proben (PS+ L+):
griin gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 4).

Nach Inkubation von L. major Promastigoten mit TMPyP fiir 30 Minuten ohne
nachfolgende Bestrahlung (Dunkelkontrolle (DK); Photosensibilisator (PS)+, Licht (L)-)

zeigte sich in Abhingigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitdt von
93,4 = 4,1 % auf 22,8 14,9 %. Die dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab.
23 gezeigt.

In den Proben, die nach 30 Minuten Inkubation mit TMPyP bestrahlt wurden, zeigte sich

in Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
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Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitidt von 67,5 + 20,3 %
auf 1,2 = 0,5 %. Die Lichtkontrolle (LK) (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 82,1 + 12,2 %.
Die dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 23 gezeigt.

In den Proben, die fiir 5 Minuten mit TMPyP inkubiert, aber nicht bestrahlt wurden (DK;

PS+, L-), zeigte sich in Abhédngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitdt von
94,4 + 8,6 % auf 32,3 + 13,8 %. Die dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab.
23 gezeigt.

Wenn die Proben nach 5 Minuten Inkubation mit TMPyP bestrahlt wurden, zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitit von 91,4 = 14,3 % auf
2,1+£0,5%. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 94,7 + 14,5 %. Die
dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 23 gezeigt.

Nach Inkubation mit TMPyP fiir 1 Minute ohne nachfolgende Bestrahlung (DK; PS+, L-)

zeigte sich in Abhingigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitdt von
97,8 +2,4 % auf 42,2 = 9,5 %. Die dazugehdrigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 23
gezeigt.

Nach Inkubation mit TMPyP fiir 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitit von 95,5 = 10,9 % auf
1,7£24%. Die LK (PS-, L+) =zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 99,7 + 15,1 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 23 gezeigt.
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TMPyP opM 0,01pM 0,1pM 0,5uM 1pM 10pM

30 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/cm 2 ) 82,1 £12,2 67,5+20,3 35,7+10,6 14,3 £15,8 1,2+0,5 7,8+3,3

- Bestrahlung 1002 93,4+ 4,1 88,4 +4,7 89,4+0,6 84,1+3,4 22,8 +14,9
(Dunkelkontrollen)

TMPyP opM 0,01pM 0,1pM 0,5uM 1pM 10pM

5 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/cm 2 ) 94,7 + 14,5 91,4 + 14,3 52,8319 15,2 +21,3 2,1+£0,5 5456
-Bestrahlung 1002 94,4 + 8,6 99,1 £23 101,5+0,5 93,0 4,7 32,3+13,8
(Dunkelkontrollen)

TMPyP OopM 0,01pM 0,1pM 0,5uM 1M 10pM

1 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 99,7 15,1 95,5 + 10,9 31,4 +38,0 8,1+6,2 1,7+2,4 2,7+5,5

- Bestrahlung 1002 97,8 +24 93,8 +27 932+13 879+238 422 +95

(Dunkelkontrollen)

Tab. 23: Anti-promastigote Wirkung von TMPyP. Die Tab. zeigt die Vitalitit von L. major in [%] (*: die
Vitalitdit der Leishmanien wurde auf die unbehandelten Kontrollen (= Referenzkontrolle; PS- L-)
normalisiert; griin ausgefiillte Késtchen: ,,effizient abgetotet, d.h. Reduktion der Vitalitdt > 90 % bezogen
auf den Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (n = 4).

Zusammengefasst war die Vitalititsabnahme der mit TMPyP und Licht behandelten
Proben in dem untersuchten Konzentrationsbereich, von 0 uM bis 10 pM, abhingig von
der Farbstoffkonzentration. Dabei konnte ab der Konzentration 1 puM bereits bei der
kiirzesten Inkubationszeit (1 Minute), eine iiber 90%ige Inaktivierung von L. major
Promastigoten in-vitro, in Suspension erzielt werden. Dementsprechend wurden L. major
Promastigote in Suspension unabhéngig von der Inkubationszeit, von 1 uM TMPyP und
Licht effizient abgetdtet. Zudem zeigte der PS TMPyP ab der Konzentration 10 pM eine

Dunkeltoxizitdt. Eine Lichttoxizitdt zeigte sich nicht.
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3.2.2 Anti-promastigote Wirkung von SAPyR

Um die Wirkung des PS SAPyR gegen L. major Promastigote zu testen, wurden die
Parasiten mit den Konzentrationen 0 uM, 0,01 pM, 0,1 puM, 1 puM, 5 uM und 10 pM
SAPyR inkubiert und belichtet.

In Abb. 17 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 17: Anti-promastigote Wirkung von SAPyR in Abhingigkeit von verschiedenen
Inkubationszeiten. (A-C) Die L. major Promastigoten wurden mit 0 - 10 uM SAPyR inkubiert und mit einer
Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt oder im Dunkeln belassen. Die Vitalititsabnahme bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (PS- L-) (ausgefiillte Balken, Konz. 0 uM), wurde mit dem MTT-Assay bestimmt.
(A) Inkubation (Ink.) von L. major Promastigoten mit SAPyR fiir 30 min. DK (PS+ L-): blau ausgefiillte
Balken. LK (PS- L+): blau gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit SAPyR und Licht behandelte Proben (PS+
L+): blau gestrichelte Balken. (B) Ink. von L. major Promastigoten mit SAPyR fiir 5 min. DK (PS+ L-): rot
ausgefiillte Balken. LK (PS- L+): rot gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit SaPyR und Licht behandelte
Proben (PS+ L+): rot gestrichelte Balken. (C) Ink. von L. major Promastigoten mit SaPyR fiir 1 min. DK
(PS+ L-): griin ausgefiillte Balken. LK (PS- L+): griin gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit SAPyR und
Licht behandelte Proben (PS+ L+): griin gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte mit
Standardfehler dargestellt (n = 4).
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Nach Inkubation von L. major Promastigoten mit SAPyR fiir 30 Minuten ohne

nachfolgende Bestrahlung (DK; PS+, L-) zeigte sich in Abhéngigkeit von der verwendeten

Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-),
eine Abnahme der Vitalitit von 98,8 = 2,9 % auf 93,4 = 1,9 %. Die dazugehdrigen Werte
sind zusammengefasst in Tab. 24 gezeigt.

In den Proben, die nach 30 Minuten Inkubation mit SAPyR bestrahlt wurden, zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitit von 78,0 + 13,3 % auf
0,8+1,0%. Die LK (PS-, L+) =zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 80,8 + 84 %. Die
dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 24 gezeigt.

In den Proben, die fiir 5 Minuten mit SAPyR inkubiert, aber nicht bestrahlt wurden (DK;

PS+, L-), zeigte sich in Abhédngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitdt von
100,0 = 3,0 % auf 94,5 = 4,7 %. Die dazugehdrigen Werte sind zusammengefasst in Tab.
24 gezeigt.

Wenn die Proben nach 5 Minuten Inkubation mit SAPyR bestrahlt wurden, zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitit von 89,7 + 13,5 % auf
1,0£1,2%. Die LK (PS-, L+) =zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 90,9 = 14,8 %. Die
dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 24 gezeigt.

Nach Inkubation mit SAPyR fiir 1 Minute ohne nachfolgende Bestrahlung (DK; PS+, L-)

zeigte sich in Abhingigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitdt von
96,5 = 1,4 % auf 92,1 = 2,1 %. Die dazugehdrigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 24
gezeigt.

Nach Inkubation mit SAPyR fiir 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitit von 89,1 + 19,0 % auf
22+1,0%. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 95,6 = 19,4 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 24 gezeigt.
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SAPyR OopM 0,01pM 0,1pM 1nM S5uM 10pM

30 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 80,8 +3,4 78,0 £13,3 75,9+ 15,8 57,2 £16,2 3,0+£1,6 0,8+ 1,0
- Bestrahlung 100 2 98,8+ 2,9 95,1 +£3,7 95,9+ 1,1 96,0 £1,6 934+19
(Dunkelkontrollen)

SAPyR opM 0,01pM 0,1pM 1nM 5uM 10pM

5 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 90,9 = 14,8 89,7 = 13,5 89,8 + 16,9 74,3 + 14,8 22+0,7 1,0+1,2
-Bestrahlung 100 2 100 = 3,0 98,5 + 4,8 96,3 + 4,4 96,3 £2,8 94,5 £ 4,7
(Dunkelkontrollen)

SAPyR opM 0,01pM 0,1pM 1uM 5uM 10pM

1 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 95,6 =194 89,1 £ 19,0 88,2+194 75,1 = 18,1 6,9 +4,7 22+1,0
- Bestrahlung 100 @ 96,5 + 1,4 93,7+3,7 92,4 +49 88,073 92,1 +2,1
(Dunkelkontrollen)

Tab. 24: Anti-promastigote Wirkung von SAPyR. Die Tab. zeigt die Vitalitit von L. major in [%] (*: die
Vitalitdit der Leishmanien wurde auf die unbehandelten Kontrollen (= Referenzkontrolle; PS- L-)
normalisiert; griin ausgefiillte Késtchen: ,.effizient abgetotet, d.h. Reduktion der Vitalitit > 90 % bezogen
auf den Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (n = 4).

Zusammengefasst war die Vitalitdtsabnahme der mit SAPyR und Licht behandelten
Proben in dem untersuchten Konzentrationsbereich, von OuM bis 10 uM, abhéngig von der
Farbstoffkonzentration. Dabei konnte ab der Konzentration 5 uM bereits bei der kiirzesten
Inkubationszeit (1 Minute), eine liber 90%ige Inaktivierung von L. major Promastigoten
in-vitro, in Suspension erzielt werden. Dementsprechend wurden L. major Promastigote in
Suspension unabhéngig von der Inkubationszeit, von 5 pM SAPyR und Licht effizient
abgetotet. Der PS SAPyR zeigte in dem untersuchten Konzentrationsbereich keine
Dunkeltoxizitit. Eine Lichttoxizitit zeigte sich ebenfalls nicht. Eine Ausnahme bildeten
dabei die Proben, die fiir 30 Minuten inkubiert wurden: Hier zeigte sich eine Abnahme der

Vitalitdt um 20 %.
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3.2.3 Anti-promastigote Wirkung von FLASH-07a

Um die Wirkung des PS FLASH-07a gegen L. major Promastigote zu testen, wurden die
Parasiten mit den Konzentrationen 0 uM, 0,01 pM, 0,1 puM, 1 puM, 5 uM und 10 pM
FLASH-07a inkubiert und belichtet.

In Abb. 18 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 18: Anti-promastigote Wirkung von FLASH-07a in Abhingigkeit von verschiedenen
Inkubationszeiten. Die L. major Promastigoten wurden mit 0 - 10 uM FLASH-07a inkubiert und mit einer
Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt oder im Dunkeln belassen. Die Vitalititsabnahme, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (PS- L-) 30 min Inkubation (Ink.) (blau ausgefiillte Balken, Konz. 0 uM), wurde mit
dem MTT-Assay bestimmt. DK (PS+ L-) 30 min Ink.: blau ausgefiillte Balken. Ink. von L. major
Promastigoten mit FLASH-07a fiir 30 min: LK (PS- L+): blau gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit
FLASH-07a und Licht behandelte Proben (PS+ L+): blau gestrichelte Balken. Ink. von L. major
Promastigoten mit FLASH-07a fiir 5 min: LK (PS- L+): rot gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit
FLASH-07a und Licht behandelte Proben (PS+ L+): rot gestrichelte Balken. Ink. von L. major
Promastigoten mit FLASH-07a fiir 1 min: LK (PS- L+): griin gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit
FLASH-07a und Licht behandelte Proben (PS+ L+): griin gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind als
Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 4).

Nach Inkubation von L. major Promastigoten mit FLASH-07a fiir 30 Minuten ohne

nachfolgende Bestrahlung (DK; PS+, L-) zeigte sich in Abhéngigkeit von der verwendeten

Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-),
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eine Abnahme der Vitalitit von 95,7 = 2,8 % auf 92,8 + 4,6 %. Die dazugehdrigen Werte

sind zusammengefasst in Tab. 25 gezeigt.

In den Proben, die nach 30 Minuten Inkubation mit FLASH-07a bestrahlt wurden, zeigte
sich in Abhingigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitiat von 84,4 + 5,4 % auf
85 = 87 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 86,6 + 5,0 %. Die
dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 25 gezeigt.

Wenn die Proben nach 5 Minuten Inkubation mit FLASH-07a bestrahlt wurden, zeigte sich

in Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle 30 Minuten Inkubation (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der
Vitalitit von 83,4 = 8,8 % auf 20,4 = 13,5 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitdt auf
89,5 + 11,1 %. Die dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 25 gezeigt.

Nach Inkubation mit FLASH-07a fiir 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung zeigte sich

in Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle 30 Minuten Inkubation (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der
Vitalitit von 84,3 = 13,2 % auf 34,6 = 26,2 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitdt auf

86,2 + 10,5 %. Die dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 25 gezeigt.
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FLASH-07a OouM 0,01pM 0,1pM 1pM S5uM 10pM

30 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 86,6 +5,0 84,4+54 85,1 £ 6,0 83,8+ 7,7 433+9,6 8,587
FLASH-07a OouM 0,01pM 0,1pM 1pM SuM 10pM

5 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 89,5 +11,1 83,4+ 8.8 85,5+9,7 85,5+9,1 76,6 16,3 20,4 13,5
FLASH-07a oM 0,01pM 0,1pM 1uM S5uM 10pM

1 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 86,2 10,5 84,3 + 13,2 84,5+ 13,2 85,3+ 13,3 83,7 £20,7 34,6 +26,2
FLASH-07a ouM 0,01pM 0,1pM 1nM 5uM 10pM

30 min Inkubation

- Bestrahlung 100 2 95,7+228 100,7 £ 7,2 95,5+ 1,6 96,0 £2.3 92,8 £4,6
(Dunkelkontrollen)

Tab. 25: Anti-promastigote Wirkung von FLASH-07a. Die Tab. zeigt die Vitalitit von L. major in [%] (*:
die Vitalitdt der Leishmanien wurde auf die unbehandelte Kontrolle 30 min Inkubation (= Referenzkontrolle;
PS- L-) normalisiert; griin ausgefiilltes Késtchen: ,,effizient abgetdtet”, d.h. Reduktion der Vitalitit > 90 %
bezogen auf den Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt
(n=4).

Zusammengefasst war die Vitalitdtsabnahme der mit FLASH-07a und Licht behandelten
Proben in dem untersuchten Konzentrationsbereich, von 0 uM bis 10 pM, abhéngig von
der Farbstoffkonzentration. Dabei konnte ab der Konzentration 10 uM bei der ldngsten
Inkubationszeit (30 Minuten), eine iiber 90%ige Inaktivierung von L. major Promastigoten
in-vitro, in Suspension erzielt werden. Dementsprechend wurden L. major Promastigote in
Suspension in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit, von 10 uM FLASH-07a und Licht
effizient abgetdtet. Der PS FLASH-07a zeigte in dem untersuchten Konzentrationsbereich

keine Dunkeltoxizitét. Eine Lichttoxizitét zeigte sich ebenfalls nicht.
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3.2.4 Vergleich der Effektivitait von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a bei

der photodynamischen Inaktivierung von L. major Promastigoten

Aufgrund der unterschiedlichen Absorptionscharakteristika der untersuchten PS und da
nach dem Grundsatz der Photodynamik nur die durch einen PS absorbierten Photonen zur
Bildung von Singulettsauerstoff und reaktiven Sauerstoffspezies beitragen (Cieplik et al.,
2015), kann mit dem Vergleich der Inaktivierungsrate bei einer bestimmten Konzentration
keine Aussage dariiber getroffen werden, welcher PS photodynamisch effizienter L. major
Promastigote abtoten kann. Daher wurde die Effektivitét der PS bei der PDI von L. major
Promastigoten bei gleicher Anzahl an absorbierten Photonen miteinander verglichen.

Dafiir wurde in Kooperation mit Dr. Johannes Regensburger (Klinik und Poliklinik fiir
Dermatologie, Universitdtsklinikum Regensburg) unter Verwendung der Formel von
Cieplik et al. (Cieplik et al., 2015), ausgehend von der Konzentration 10 pM FLASH-07a,
die Konzentration bestimmt, bei welcher die anderen beiden PS die gleiche Anzahl an
Photonen absorbieren. Bei der Bestrahlung mit der Lampe Waldmann BlueV mit einer
Intensitit von 20,0 mW/cm® fir 600 Sekunden, entsprechend einer applizierten
Energiedosis von 12 J/cm?, werden bei der Konzentration 10 pM FLASH-07a
1,5814 x 10°' Photonen absorbiert. Um unter diesen Bedingungen die gleiche Anzahl an

Photonen zu absorbieren, benétigt man bei TMPyP und SAPyR folgende Konzentrationen:

Farbstoffkonzentration 0,7175 pM TMPyP 15 pM SAPYR 10 pM FLASH-07a

Absorbierte Photonen 1,5813 x 102! 1,5808 x 102! 1,5814 x 102!

Tab. 26: Anzahl an absorbierten Photonen durch die verwendeten Photosensibilisatoren. Die Tab. zeigt
die Konzentrationen von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a, bei denen die Farbstoffe basierend auf der
Formel von Cieplik et al., die gleiche Anzahl an Photonen absorbieren. Die Bestrahlung erfolgte mit der
Lampe Waldmann BlueV mit einer Intensitit von 20,0 mW/cm® fiir 600 Sekunden, entsprechend einer
applizierten Energiedosis von 12 J/cm®.

Abb. 19 gibt einen Uberblick iiber die photodynamische Effektivitit von TMPyP, SAPyR
und FLASH-07a bei der Inaktivierung von L. major Promastigoten, indem die anti-

promastigote Wirkung der drei Farbstoffe in einer Graphik zusammengefasst ist.
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Abb. 19: Photodynamische Effektivitiit von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a bei der Inaktivierung
von L. major Promastigoten in Abhéngigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten. (A) Dargestellt ist
die unbehandelte Kontrolle (PS- L-) 30 min Inkubation (Ink.) (graue Balken, Konz. 0uM) sowie die DK
(PS+ L-) 30 min Ink. (graue Balken) fiir alle drei PS. (B-D) Die L. major Promastigoten wurden mit 0 -
10 uM PS inkubiert und mit einer Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt. Die Vitalititsabnahme bezogen auf
die unbehandelte Kontrolle (PS- L-) (hier nur 30 min Ink. dargestellt), wurde mit dem MTT-Assay bestimmt.
(B) Ink. von L. major Promastigoten mit den PS fiir 30 min. TMPyP: dunkelblauer Balken; SAPyR:
mittelblauer Balken; FLASH-07a: hellblauer Balken. (C) Ink. von L. major Promastigoten mit den PS fiir
5 min. TMPyP: dunkelroter Balken; SAPyR: mittelroter Balken; FLASH-07a: hellroter Balken. (D) Ink. von
L. major Promastigoten mit den PS fiir 1 min. TMPyP: dunkelgriiner Balken; SAPyR: mittelgriiner Balken;
FLASH-07a: hellgriiner Balken. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 4).

Um nun die Effektivitdt der PS miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die Farbstoffe,

wie auf Seite 77 beschrieben, bei gleicher Anzahl an absorbierten Photonen miteinander

verglichen.

Bei 30 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 10 uM FLASH-07a (1,5814 x 107
absorbierte Photonen) zu einer iiber 90%igen Inaktivierung von L. major Promastigoten.
Die PDI mit 1 uM TMPyP, was einer etwas hoheren Konzentration entspricht als die

berechnete Konzentration, bei welcher der PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbiert
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wie 10 uM FLASH-07a, fiihrte ebenfalls zu einer iiber 90%igen Inaktivierung von
L. major Promastigoten. Auch die PDI mit 5 uM SAPyR fiihrte bereits zu einer iiber
90%igen Inaktivierung von L. major Promastigoten, obwohl die Konzentration, bei
welcher der PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbiert wie 10 uM FLASH-07a, um
den Faktor drei hoher berechnet wurde. Die dazugehdrigen Werte sind in Tab. 27 gezeigt.

Bei 5 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 10 uM FLASH-07a (1,5814 x 10*'

absorbierte Photonen) zu einer Inaktivierungsrate von 80 %. Die PDI mit 1 uM TMPyP,
was einer etwas hoheren Konzentration entspricht als die berechnete Konzentration, bei
welcher der PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbiert wie 10 puM FLASH-07a, fiihrte
dagegen zu einer iiber 90%igen Inaktivierung von L. major Promastigoten. Die PDI mit
5uM SAPyR fiihrte ebenfalls zu einer iiber 90%igen Inaktivierung der L. major
Promastigoten, obwohl die Konzentration, bei welcher der PS die gleiche Anzahl an
Photonen absorbiert wie 10 uM FLASH-07a, um den Faktor drei hoher berechnet wurde.
Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 27 gezeigt.

Bei 1 Minute Inkubation fiihrte die PDI mit 10 pM FLASH-07a (1,5814 x 10°! absorbierte

Photonen) zu einer Inaktivierungsrate von unter 70 %. Die PDI mit 1 pM TMPyP, was
einer etwas hoheren Konzentration entspricht als die berechnete Konzentration, bei
welcher der PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbiert wie 10 pM FLASH-07a, fiihrte
dagegen zu einer liber 90%igen Inaktivierung der L. major Promastigoten. Die PDI mit
S5uM SAPyR fiihrte ebenfalls zu einer iiber 90%igen Inaktivierung der L. major
Promastigoten, obwohl die Konzentration, bei welcher der PS die gleiche Anzahl an
Photonen absorbiert wie 10 uM FLASH-07a um den Faktor drei hoher berechnet wurde.
Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 27 gezeigt.
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FLASH-07a TMPyP SAPyR
Farbstoffkonzentration 10 uM 0,7175 uM 15 uM
Absorbierte Photonen 1,5814 x 102! 1,5813 x 102! 1,5808 x 102!
Fiir den Vergleich verwendete 10pM 1pM SuM
Farbstoffkonzentration
30 min Inkubation 8,5+8,7 1,2 £0,5 3,0+1,6
5 min Inkubation 20,4 £ 13,5 2,1+0,5 2,2+0,7
1 min Inkubation 34,6 £ 26,2 1,7+2,4 6,9 =+4,7

Tab. 27: Vergleich der photodynamischen Effektivitit von FLASH-07a, TMPyP und SAPyR bei der
Inaktivierung von L. major Promastigoten. Die Tab. zeigt die berechneten Konzentrationen von TMPyP,
SAPyR und FLASH-07a, bei denen die Farbstoffe die gleiche Anzahl an Photonen absorbieren (siche Tab.
26) und die Vitalitdt von L. major in [%] bei der Konzentration 10 pM FLASH-07a, 1 uM TMPyP und 5 uM
SAPyR (Ausschnitt aus den Tab. 25, 23 und 24); (griin ausgefiillte Késtchen: ,,effizient abgetdtet™, d.h.
Reduktion der Vitalitdit > 90 % bezogen auf den Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit
Standardabweichung dargestellt (n = 4).

Zusammengefasst erzielte bei der PDI mit 10 pM FLASH-07a (1,5814 x 10 *' absorbierte
Photonen) nur die ldngste Inkubationszeit (30 Minuten) eine effiziente Abtotung von L.
major Promastigoten in-vitro, in Suspension. Bei den kiirzeren Inkubationszeiten konnte
keine effiziente Abtotung von L. major Promastigoten in Suspension erreicht werden.

Bei der PDI mit 1 uM TMPyP, entsprechend einer etwas hoheren Konzentration als die
beim Angleichen der Anzahl an absorbierten Photonen berechnete, zeigte sich dagegen
unabhingig von der Inkubationszeit eine effiziente Abtdtung von L. major Promastigoten
in-vitro, in Suspension. Bei der PDI mit 5 uM SAPyR, entsprechend einer um den Faktor
drei niedrigeren Konzentration als die beim Angleichen der Anzahl an absorbierten
Photonen berechnete, zeigte sich bereits unabhéngig von der Inkubationszeit eine effiziente
Abtotung von L. major Promastigoten in-vitro, in Suspension.

Dementsprechend nahm die photodynamische Effektivitit bei der Inaktivierung von
L. major Promastigoten in Suspension, in folgender Reihenfolge zu: FLASH-07a <
TMPyP < SAPyR. Dies war auch unabhingig von den Inkubationszeiten. Eine Ausnahme
bildete dabei 30 Minuten Inkubation: Hier war die PDI mit FLASH-07a bei einer
dhnlichen Anzahl an absorbierten Photonen vergleichbar effektiv wie die PDI mit TMPyP.
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3.3 OD-Wert Messung und Bestimmung der Vitalitat von
Proben mit bekannter Anzahl der J774A.1-
Makrophagenzelllinie mittels MTT-Assay

Um bei einer bestimmten Anzahl der J774A.1-Makrophagenzellinie den OD-Wert bzw.
die Vitalitit mit dem MTT-Assay zu bestimmen, wurden die Standardreihen mit einer
berechneten Zellzahl von 100.000 bis 3125 Zellen der J774A.1-Makrophagenzelllinie pro
Vertiefung einer 96-Well-Platte erstellt. Nach Inkubation bei 28 °C und 5 % CO, fiir
30 Minuten wurden die Platten mit den Standardreihen im Dunkeln belassen. Die mit dem
MTT-Assay gemessenen OD-Werte wurden anschliefend mit der bekannten, berechneten
Zellzahl korreliert und die entsprechende Vitalitit durch Bezug auf die Proben mit
100.000 Zellen (= Referenzkontrolle) bestimmt.

In Abb. 20 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 20: Gemessener OD-Wert und gemessene Vitalitit bei einer bestimmten Anzahl der J774A.1-
Makrophagenzellinie bei 30 min Inkubationszeit. Von der J774A.1-Makrophagenzellinie wurden
Standardreihen erstellt, die gemessenen OD-Werte mit der bekannten Zellzahl korreliert und die
entsprechende Vitalitdt durch Bezug auf die Proben mit 100.000 Zellen (= Referenzkontrolle) bestimmt. Es
sind der mit dem MTT-Assay gemessene OD-Wert (linke y-Achse) sowie die gemessene Vitalitdt bei einer
bestimmten Zellzahl (rechte y-Achse) abgebildet. Inkubation der Proben fiir 30 min: OD-Werte: blaue
Balken. Vitalitét in [%]: lila Linie. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 4).

Die Ergebnisse des MTT-Assays zeigten, dass die Menge an entstehendem Formazan im
getesteten Bereich abhingig von der Zellzahl war: Je hoher die Anzahl der J774A.1-
Makrophagenzellinie in der Probe war, desto hdher war der gemessene OD-Wert bzw. die
entsprechende Vitalitit in Prozent. Umgekehrt entsprachen dementsprechend wenige

Zellen in der Probe einem geringen OD-Wert.
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Die Hohe der Absorption im MTT-Assay war dabei nicht direkt proportional zur J774A.1-
Zellzahl: Bei 30 Minuten Inkubation nahm der gemessene OD-Wert von 0,35 + 0,14
(100.000 Zellen) auf 0,00 = 0,01 (3125 Zellen) ab. Dementsprechend zeigte sich in
Abhidngigkeit von der Zellzahl, bezogen auf die Proben mit 100.000 Zellen
(= Referenzkontrolle), eine Abnahme der Vitalitdt von 63,0 = 5,6 % auf 1,4 + 2,6 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 28 gezeigt.

Zellzahl J774A.1 100.000 50.000 25.000 12.500 6250 3125

30 min Inkubation

- Bestrahlung

Vitalitat [%] 1002 63,0 +£5,6 35,1+4,0 17,2+2,4 6,1 £3,1 1,4+2,6
OD-Wert 0,35+0,14 0,22 +£0,09 0,12 +0,04 0,06 0,02 0,02 = 0,00 0,00+0,01

Tab. 28: Gemessene Vitalitit und gemessener OD-Wert bei einer bestimmten Anzahl der J774A.1-
Makrophagenzelllinie. Die Tab. zeigt die Vitalitdt der J774A.1-Makrophagenzellinie in [%] und die mit
dem MTT-Assay gemessenen OD-Werte (“: Die Vitalitit der J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde auf die
Proben mit der Zellzahl 100.000 normalisiert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
dargestellt (n = 4).

Zusammengefasst entsprach eine Vitalitdt von < 10 % (Vitalitdtsabnahme um mindestens
90 % bezogen auf die Referenzkontrolle), einer Anzahl der J774A.1-Makrophagenzelllinie
pro Vertiefung von =< 6250. Dementsprechend befinden sich 6250 oder weniger Zellen in
den Proben, wenn laut Definition in den folgenden Experimenten dieser Arbeit, die
Ergebnisse zur PDI als ,,effizient abgetotet™ definiert werden.

Eine Anzahl der J774A.1-Makrophagenzelllinie von =< 3125 pro Vertiefung entsprach
kaum noch messbaren OD-Werten. Dementsprechend sind im Bereich der

Detektionsgrenze des MTT-Assays 3125 oder weniger Zellen in den Proben vorhanden.
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3.4 Photodynamische Inaktivierung der J774A.1-
Makrophagenzelllinie

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Zytotoxizitidt der PS TMPyP, SAPyR und FLASH-
07a auf die J774A.1-Makrophagenzelllinie in-vitro, in Suspension getestet. Dafiir ist die
J774A.1-Makrophagenzelllinie  mit  verschiedenen  Farbstoffkonzentrationen  fiir
30 Minuten, 5 Minuten oder 1 Minute inkubiert worden. Die Suspensionen sind dann mit
der Lampe Waldmann BlueV mit einer Intensitdt von 20,0 mW/em? fiir 600 Sekunden,
entsprechend einer applizierten Energiedosis von 12 J/em?, bestrahlt worden. Die Vitalitit

der J774A.1-Makrophagezellinie wurde anschlieBend mit dem MTT-Test bestimmt.

3.4.1 Zytotoxizitit von TMPyP

Um die Zytotoxizitdt von TMPyP zu testen, wurde die J774A.1-Makrophagenzellinie mit
den Konzentrationen 0 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM und 10 uM TMPyP inkubiert
und belichtet.

In Abb. 21 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 21: Zytotoxische Wirkung von TMPyP in Abhiingigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten.
Die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde mit 0 - 10uM TMPyP inkubiert und mit einer Energiedosis von
12 J/cm® bestrahlt oder im Dunkeln belassen. Die Vitalititsabnahme, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(PS- L-) 30 min Inkubation (Ink.) (blau ausgefiillte Balken, Konz. 0 uM), wurde mit dem MTT-Assay
bestimmt. DK (PS+ L-) 30 min Ink.: blau ausgefiillte Balken. Ink. der J774A.1-Makrophagenzellinie mit
TMPyP fiir 30 min: LK (PS- L+): blau gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit TMPyP und Licht behandelte
Proben (PS+ L+): blau gestrichelte Balken. Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie mit TMPyP fiir
5min: LK (PS- L+): rot gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit TMPyP und Licht behandelte Proben
(PS+ L+): rot gestrichelte Balken. Ink. der J774A.1-Makrophagenzellinie mit TMPyP fiir 1 min: LK (PS-
L+): griin gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit TMPyP und Licht behandelte Proben (PS+ L+): griin
gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 4).

Nach Inkubation der J774A.1-Makrophagenzelllinie mit TMPyP fiir 30 Minuten ohne

nachfolgende Bestrahlung (DK; PS+, L-) zeigte sich in Abhéngigkeit von der verwendeten

Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-),
eine Abnahme der Vitalitit von 103,6 = 12,4 % auf 77,5 = 21,5 %. Die dazugehorigen

Werte sind zusammengefasst in Tab. 29 gezeigt.

In den Proben, die nach 30 Minuten Inkubation mit TMPyP bestrahlt wurden, zeigte sich
in Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitdt von 76,5 + 18,7 %
auf 2,3 = 0,6 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 88,1 = 18,7 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 29 gezeigt.

84



Ergebnisse

Wenn die Proben nach 5 Minuten Inkubation mit TMPyP bestrahlt wurden, zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
30 Minuten Inkubation (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitidt von
68,4 = 28,1 % auf 2,2 + 1,5 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitéit auf 65,0 28,3 %. Die
dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 29 gezeigt.

Nach Inkubation mit TMPyP fiir 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
30 Minuten Inkubation (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitidt von
52,3 = 18,4 % auf 4,9 + 3,0 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 67,1 + 11,6 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 29 gezeigt.

TMPyP OouM 0,01pM 0,1pM 0,5uM 1pM 10pM
30 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/cm 2) | 88,1 £18,7 76,5 + 18,7 45,6 £ 32,1 12,4 £ 16,7 2,7+1,6 2,3+0,6
TMPyP OouM 0,01pM 0,1pM 0,5uM 1pM 10pM

5 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em %) | 65,0 28,3 68,4 28,1 61,0 35,2 22,7+21,5 2415 22=+15
TMPyP opM 0,01pM 0,1pM 0,5pM 1pM 10pM

1 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em %) | 67,1 £11,6 52,3184 46,8 + 48,3 31,5+ 16,3 7459 49+3,0
TMPyP opM 0,01pM 0,1pM 0,5uM 1pM 10pM
30 min Inkubation

- Bestrahlung 100 @ 103,6 + 12,4 100,8 £ 31,2 88,6 £ 28,9 89,2 + 20,2 77,5 21,5
(Dunkelkontrollen)

Tab. 29: Zytotoxische Wirkung von TMPyP. Die Tab. zeigt die Vitalitidt der J774A.1-Makrophagen-
zelllinie in [%] (*: die Vitalitit der J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde auf die unbehandelte Kontrolle 30
min Inkubation (= Referenzkontrolle; PS- L-) normalisiert; griin ausgefiilltes Késtchen: ,,effizient abgetotet*,
d.h. Reduktion der Vitalitdt > 90 % bezogen auf den Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit
Standardabweichung dargestellt (n = 4).

Zusammengefasst war die Vitalititsabnahme der mit TMPyP und Licht behandelten
Proben in dem untersuchten Konzentrationsbereich, von 0 uM bis 10 pM, abhéngig von
der Farbstoffkonzentration. Dabei wurde die J774A.1-Makrophagenzelllinie in-vitro, in
Suspension ab der Konzentration 1 pM bereits bei der kiirzesten Inkubationszeit
(1 Minute), zu Ttber 90 % abgetotet. Dementsprechend wurde die J774A.1-
Makrophagenzellinie in Suspension von 1 pM TMPyP und Licht unabhéngig von der
Inkubationszeit, effizient abgetdtet. Der PS TMPyP hatte in dem untersuchten
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Konzentrationsbereich  keine  dunkeltoxische = Wirkung auf die J774A.1-
Makrophagenzelllinie. Eine Lichttoxizitit zeigte sich ebenfalls nicht. Eine Ausnahme
bildeten dabei die Proben, die fiir 1 Minute inkubiert wurden: Hier zeigte sich eine

Abnahme der Vitalitit von tiber 20 %.

3.4.2 Zytotoxizitit von SAPyR

Um die Zytotoxizitdt von SAPyR zu testen, wurde die J774A.1-Makrophagenzelllinie mit
den Konzentrationen 0 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 pM, 5 uM und 10 uM SAPyR inkubiert
und belichtet.

In Abb. 22 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 22: Zytotoxische Wirkung von SAPyR in Abhéngigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten. Die
J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde mit 0 - 10uM SAPyR inkubiert und mit einer Energiedosis von
12 J/cm® bestrahlt oder im Dunkeln belassen. Die Vitalititsabnahme, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(PS- L-) 30 min Inkubation (Ink.) (blau ausgefiillte Balken, Konz. 0 uM), wurde mit dem MTT-Assay
bestimmt. DK (PS+ L-) 30 min Ink.: blau ausgefiillte Balken. Ink. der J774A.1-Makrophagenzellinie mit
SAPyR fiir 30 min: LK (PS- L+): blau gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit SAPyR und Licht behandelte
Proben (PS+ L+): blau gestrichelte Balken. Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie mit SAPyR fiir
5 min: LK (PS- L+): rot gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit SAPyR und Licht behandelte Proben (PS+
L+): rot gestrichelte Balken. Ink. der J774A.1-Makrophagenzellinie mit SAPyR fiir 1 min: LK (PS- L+):
griin gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit SAPyR und Licht behandelte Proben (PS+ L+): griin gestrichelte
Balken. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 6 fiir DK 30 min Ink.; n =5
fiir Licht 30 und 5 min Ink.; n = 4 fiir Licht 1 min Ink.).

Nach Inkubation der J774A.1-Makrophagenzelllinie mit SAPyR fiir 30 Minuten ohne

nachfolgende Bestrahlung (DK; PS+, L-) zeigte sich in Abhéngigkeit von der verwendeten

Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-),
eine Abnahme der Vitalitit von 98,4 = 13,0 % auf 96,4 = 18,4 %. Die dazugehorigen
Werte sind zusammengefasst in Tab. 30 gezeigt.

In den Proben, die nach 30 Minuten Inkubation mit SAPyR bestrahlt wurden, zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitit von 88,7 = 9,1 % auf
10,3 +8,2%. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
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(= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 95,6 = 18,1 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 30 gezeigt.

Wenn die Proben nach 5 Minuten Inkubation mit SAPyR bestrahlt wurden, zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
30 Minuten Inkubation (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitidt von
77,6 = 26,8 % auf 15,8 = 16,0 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitét auf 82,2 +20,7 %. Die
dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 30 gezeigt.

Nach Inkubation mit SAPyR fiir 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung zeigte sich in

Abhidngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
30 Minuten Inkubation (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitidt von
64,5 = 27,7 % auf 9,2 + 11,6 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitat auf 80,2 + 28,4 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 30 gezeigt.

SAPyR opM 0,01pM 0,1pM 1pM S5uM 10pM

30 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em ?) | 95,6 +18,1 88,7+9,1 88,8 + 14,9 58,8 21,9 25,6 = 13,2 10,3+ 8,2
SAPyR OopM 0,01pM 0,1pM 1pM S5uM 10pM

5 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 82,2 +20,7 77,6 26,8 67,2 +23,2 47,9 = 19,5 25,2 22,0 15,8 = 16,0
SAPyR ouM 0,01pM 0,1pM 1pM 5uM 10pM

1 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em ?) | 80,2 +28.,4 64,5 +27,7 61,6 35,0 46,0 = 37,5 23,6 23,6 92+ 11,6
SAPyR opM 0,01pM 0,1pM 1M 5uM 10uM

30 min Inkubation

- Bestrahlung 100 @ 98,4 = 13,0 96,6 = 8,7 81,9 3,1 82,2x7,7 96,4 = 18,4
(Dunkelkontrollen)

Tab. 30: Zytotoxische Wirkung von SAPyR. Die Tab. zeigt die Vitalitit der J774A.1-Makrophagen-
zelllinie in [%] (*: die Vitalitit der J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde auf die unbehandelte Kontrolle 30
min Inkubation (Ink.) (= Referenzkontrolle; PS- L-) normalisiert; griin ausgefiilltes Kastchen: ,effizient
abgetotet”, d.h. Reduktion der Vitalitdt > 90 % bezogen auf den Referenzwert). Die Ergebnisse sind als
Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (n = 6 fiir DK 30 min Ink.; n = 5 fiir Licht 30 und 5 min
Ink.; n =4 fiir Licht 1 min Ink.).

Zusammengefasst war die Vitalitdtsabnahme der mit SAPyR und Licht behandelten
Proben in dem untersuchten Konzentrationsbereich, von OuM bis 10 uM, abhéngig von der
Farbstoffkonzentration. Dabei wurde die J774A.1-Makrophagenzelllinie in-vitro, in

Suspension ab der Konzentration 10 uM bei der kiirzesten Inkubationszeit (1 Minute), zu
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iber 90 % abgetotet. Dementsprechend wurde die J774A.1-Makrophagenzelllinie in
Suspension von 10 pM SAPyR und Licht effizient abgetdtet. Der PS SAPyR hatte in dem
untersuchten Konzentrationsbereich keine dunkeltoxische Wirkung auf die J774A.1-

Makrophagenzelllinie. Eine Lichttoxizitit zeigte sich ebenfalls nicht.

3.4.3 Zytotoxizitit von FLASH-07a

Um die Zytotoxizitdt von FLASH-07a zu testen, wurde die J774A.1-Makrophagenzelllinie
mit den Konzentrationen 0 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 5 uM und 10 uM FLASH-07a
inkubiert und belichtet.

In Abb. 23 sind die Ergebnisse des MTT-Tests dargestellt.
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Abb. 23: ZytotoxischeWirkung von FLASH-07a in Abhiingigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten.
Die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde mit 0 - 10uM FLASH-07a inkubiert und mit einer Energiedosis
von 12 J/em? bestrahlt oder im Dunkeln belassen. Die Vitalititsabnahme, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (PS- L-) 30 min Inkubation (Ink.) (blau ausgefiillte Balken, Konz. 0 pM), wurde mit dem MTT-
Assay bestimmt. DK (PS+ L-) 30 min Ink.: blau ausgefiillte Balken. Ink. der J774A.1-
Makrophagenzellinie mit FLASH-07a fiir 30 min: LK (PS- L+): blau gestrichelter Balken, Konz. OuM.
Mit FLASH-07a und Licht behandelte Proben (PS+ L+): blau gestrichelte Balken. Ink. der J774A.1-
Makrophagenzelllinie mit FLASH-07a fiir 5 min: LK (PS- L+): rot gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit
FLASH-07a und Licht behandelte Proben (PS+ L+): rot gestrichelte Balken. Ink. der J774A.1-
Makrophagenzellinie mit FLASH-07a fiir 1 min: LK (PS- L+): griin gestrichelter Balken, Konz. OuM. Mit
FLASH-07a und Licht behandelte Proben (PS+ L+): griin gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind als
Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (n = 6 fiir DK 30 min Ink.; n =5 fiir Licht 30, 5 und 1 min Ink.).

Nach Inkubation der J774A.1-Makrophagenzelllinie mit FLASH-07a fiir 30 Minuten ohne

nachfolgende Bestrahlung (DK; PS+, L-) zeigte sich in Abhéngigkeit von der verwendeten

Konzentration, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-),
eine Abnahme der Vitalitit von 102,8 = 8,6 % auf 74,9 = 17,9 %. Die dazugehorigen
Werte sind zusammengefasst in Tab. 31 gezeigt.

In den Proben, die nach 30 Minuten Inkubation mit FLASH-07a bestrahlt wurden, zeigte

sich in Abhingigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitdt von 82,5 + 41,0 %
auf 22,5 = 15,6 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
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= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitit auf 72,0 = 22.3 %. Die
( 9 9 ) 9 9

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 31 gezeigt.

Wenn die Proben nach 5 Minuten Inkubation mit FLASH-07a bestrahlt wurden, zeigte sich

in Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle 30 Minuten Inkubation (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der
Vitalitit von 78,2 + 19,3 % auf 28,0+ 21,6 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitdt auf
81,0 + 11,2 %. Die dazugehdrigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 31 gezeigt.

Nach Inkubation mit FLASH-07a fiir 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung zeigte sich

in Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration, bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle 30 Minuten (= Referenzkontrolle; PS-, L-), eine Abnahme der Vitalitit von
82,4 = 37,3 % auf 30,7 = 20,4 %. Die LK (PS-, L+) zeigte bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (= Referenzkontrolle; PS-, L-) eine Abnahme der Vitalitéit auf 79,2 + 17,5 %. Die

dazugehorigen Werte sind zusammengefasst in Tab. 31 gezeigt.

FLASH-07a OopM 0,01pM 0,1uM 1pM S5uM 10pM

30 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 72,0 £ 22,3 82,5+41,0 74,9 £ 26,7 59,9 +223 41,3 28,1 22,5+ 15,6
FLASH-07a opM 0,01pM 0,1pM 1pM 5uM 10pM

5 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em2) | 81,0 £ 11,2 78,2193 80,2 £ 26,5 76,2 21,8 54,5 +29.,5 28,0 21,6
FLASH-07a OopM 0,01pM 0,1uM 1pM 5uM 10pM

1 min Inkubation

+ Bestrahlung (12 J/em 2) | 79,2 = 17,5 82,4 +373 94,5 +47.5 78,4 + 39,8 48,3 38,3 30,7 20,4
FLASH-07a opM 0,01pM 0,1pM 1pM 5uM 10pM

30 min Inkubation

- Bestrahlung 100 @ 102,8 + 8,6 96,8 +4.,7 89,7+ 8.5 82,1 £3,2 749 = 17,9
(Dunkelkontrollen)

Tab. 31: Zytotoxische Wirkung von FLASH-07a. Die Tab. zeigt die Vitalitit der J774A.1-Makrophagen-
zelllinie in [%] (*: die Vitalitit der J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde auf die unbehandelte Kontrolle 30
min Inkubation (Ink.) (= Referenzkontrolle; PS- L-) normalisiert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit
Standardabweichung dargestellt (n = 6 fiir DK 30 min Ink.; n =5 fiir Licht 30, 5 und 1 min Ink.).

Zusammengefasst war die Vitalitdtsabnahme der mit FLASH-07a und Licht behandelten
Proben in dem untersuchten Konzentrationsbereich, von 0 uM bis 10 pM, abhingig von
der Farbstoffkonzentration. Dabei zeigte sich bei der hochsten Konzentration (10 pM)
auch bei der lidngsten Inkubationszeit (30 Minuten) eine Abtotungsrate der J774A.1-

Makrophagenzelllinie in-vitro, in Suspension von unter 80 %. Dementsprechend wurde die

91



Ergebnisse

J774A.1-Makrophagenzelllinie in Suspension von 10 pM FLASH-07a und Licht
unabhéngig von der Inkubationszeit, noch nicht effizient abgetotet. Ab der Konzentration
5uM hatte der PS FLASH-07a eine dunkeltoxische Wirkung auf die J774A.1-
Makrophagenzelllinie. Eine Lichttoxizitit zeigte sich nicht.

3.4.4 Vergleich der Zytotoxizitait von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a
bei der photodynamischen Inaktivierung der J774A.1-
Makrophagenzelllinie

Die Zytotoxizitidt der PS bei der PDI der J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde wie der
Vergleich der Effektivitit der PS bei der PDI von L. major Promastigoten (siehe 3.2.4), bei
einer bestimmten Anzahl an absorbierten Photonen miteinander verglichen. Da die
Bestrahlungsparameter und die experimentellen Bedingungen die gleichen waren wie bei
der PDI von L. major Promastigoten, waren auch hier die in Kooperation mit Dr. Johannes
Regensburger (Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie, Universitatsklinikum Regensburg),
unter Verwendung der Formel von Cieplik et al. (Cieplik et al., 2015) berechneten
Konzentrationen, bei welcher ausgehend von der Konzentration 10 pM FLASH-07a, die

anderen beiden PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbieren, folgende:

Farbstoffkonzentration 0,7175 pM TMPyP 15 uM SAPyR 10 pM FLASH-07a

Absorbierte Photonen 1,5813 x 102! 1,5808 x 102! 1,5814 x 102!

Tab. 32: Anzahl an absorbierten Photonen durch die verwendeten Photosensibilisatoren. Die Tab. zeigt
die Konzentrationen von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a, bei denen die Farbstoffe basierend auf der
Formel von Cieplik et al., die gleiche Anzahl an Photonen absorbieren. Die Bestrahlung erfolgte mit der
Lampe Waldmann BlueV mit einer Intensitit von 20,0 mW/cm® fiir 600 Sekunden, entsprechend einer
applizierten Energiedosis von 12 J/cm®.

Abb. 24 gibt einen Uberblick iiber die Zytotoxizitit von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a
bei der PDI der J774A.1-Makrophagenzelllinie, indem die zytotoxische Wirkung der drei

Farbstoffe in einer Graphik zusammengefasst ist.
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Abb. 24: Zytotoxische Wirkung von TMPyP, SAPyR und FLASH-07a auf die J774A.1-Makrophagen-
zelllinie in Abhiingigkeit von verschiedenen Inkubationszeiten. (A) Dargestellt ist die unbehandelte
Kontrolle (PS- L-) 30 min Inkubation (Ink.) (graue Balken, Konz. OuM) sowie die DK (PS+ L -) 30 min Ink.
(graue Balken) fiir alle drei PS. (B-D) Die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde mit 0 - 10 uM PS inkubiert
und mit einer Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt. Die Vitalititsabnahme bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (PS- L-) 30 min Ink., wurde mit dem MTT-Assay bestimmt. (B) Ink. der J774A.1-
Makrophagenzelllinie mit den PS fiir 30 min. TMPyP: dunkelblauer Balken; SAPyR: mittelblauer Balken;
FLASH-07a: hellblauer Balken. (C) Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie mit den PS fiir 5 min. TMPyP:
dunkelroter Balken; SAPyR: mittelroter Balken, FLASH-07a: hellroter Balken. (D) Ink. der J774A.1-
Makrophagenzelllinie mit den PS fiir 1 min. TMPyP: dunkelgriiner Balken; SAPyR: mittelgriiner Balken;
FLASH-07a: hellgriiner Balken. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (TMPyP:
n = 4; SAPyR: n = 6 fiir DK 30 min Ink.; n = 5 fiir Licht 30 und 5 min Ink.; n = 4 fiir Licht 1 min Ink.;
FLASH-07a: n = 6 fiir DK 30 min Ink.; n =5 fiir Licht 30, 5 und 1 min Ink.).

Um nun die Effektivitdt der PS miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die Farbstoffe,
wie auf Seite 92 beschrieben, bei gleicher Anzahl an absorbierten Photonen miteinander

verglichen.

Bei 30 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 10 uM FLASH-07a (1,5814 x 107

absorbierte Photonen) zu einer Abtotungsrate der J774A.1-Makrophagenzelllinie von unter

80 %. Die PDI mit 1 uM TMPyP, was einer etwas hoheren Konzentration entspricht als
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die berechnete Konzentration, bei welcher der PS die gleiche Anzahl an Photonen
absorbiert wie 10 uM FLASH-07a, fiihrte dagegen zu einer iiber 90%igen Abtdtung der
J774A.1-Makrophagenzelllinie. Die PDI mit 10 pM SAPyR fiihrte ebenfalls zu einer
90%igen Abtotung der J774A.1-Makrophagenzelllinie, obwohl die Konzentration, bei
welcher der PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbiert wie 10 uM FLASH-07a um den
Faktor 1,5 hoher berechnet wurde. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 33 gezeigt.

Bei 5 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 10 uM FLASH-07a (1,5814 x 10*'

absorbierte Photonen) zu einer Abtdtungsrate der J774A.1-Makrophagenzelllinie von
knapp iiber 70 %. Die PDI mit 1 uM TMPyP, was einer etwas hoheren Konzentration
entspricht als die berechnete Konzentration, bei welcher der PS die gleiche Anzahl an
Photonen absorbiert wie 10 uM FLASH-07a, fiihrte dagegen zu einer iiber 90%igen
Abtdtung der J774A.1-Makrophagenzelllinie. Die PDI mit 10 uM SAPyR fiihrte bereits zu
einer Abtdtungsrate von 85 %, obwohl die Konzentration, bei welcher der PS die gleiche
Anzahl an Photonen absorbiert wie 10 uM FLASH-07a um den Faktor 1,5 hoher berechnet
wurde. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 33 gezeigt.

Bei | Minute Inkubation fiihrte die PDI mit 10 pM FLASH-07a (1,5814 x 10°! absorbierte

Photonen) zu einer Abtotungsrate der J774A.1-Makrophagenzelllinie von unter 70 %. Die
PDI mit 1 pM TMPyP, was einer etwas hoheren Konzentration entspricht als die
berechnete Konzentration, bei welcher der PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbiert
wie 10 uM FLASH-07a, fiihrte dagegen zu einer iiber 90%igen Abtotung der J774A.1-
Makrophagenzelllinie. Die PDI mit 10 uM SAPyR fiihrte ebenfalls zu einer tiber 90%igen
Abtotung der J774A.1-Makrophagenzelllinie, obwohl die Konzentration, bei welcher der
PS die gleiche Anzahl an Photonen absorbiert wie 10 uM FLASH-07a um den Faktor 1,5
hoher berechnet wurde. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 33 gezeigt.

94



Ergebnisse

FLASH-07a TMPyP SAPyR
Farbstoffkonzentration 10 pM 0,7175 pM 15 pM
Absorbierte Photonen 1,5814 x 10 1,5813 x 102! 1,5808 x 102!
Fiir den Vergleich verwendete 10pM 1pM 10pM
Farbstoffkonzentration
30 min Inkubation 22,5+ 15,6 2,7 1,6 10,3 £ 8,2
5 min Inkubation 28,0 21,6 24+1,5 15,8 + 16,0
1 min Inkubation 30,7 £ 20,4 7,4+59 9,2+ 11,6

Tab. 33: Vergleich der zytotoxischen Wirkung von FLASH-07a, TMPyP und SAPyR auf die J774A.1-
Makrophagenzelllinie. Die Tab. zeigt die berechneten Konzentrationen von TMPyP, SAPyR und FLASH-
07a, bei denen die Farbstoffe die gleiche Anzahl an Photonen absorbieren (siche Tab. 32) und die Vitalitét
der J774A.1-Makrophagenzelllinie in [%] bei der Konzentration 10 uM FLASH-07a, 1 uM TMPyP und
10 uM SAPyR (Ausschnitt aus den Tab. 31, 29 und 30); (griin ausgefiillte Késtchen: ,,effizient abgetdtet*,
d.h. Reduktion der Vitalitdt > 90 % bezogen auf den Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit
Standardabweichung dargestellt (TmPyP: n = 4; SAPyR: n = 6 fiir DK 30 min Ink. (Inkubation); n = 5 fiir
Licht 30 und 5 min Ink.; n = 4 fiir Licht 1 min Ink.; FLASH-07a: n = 6 fiir DK 30 min Ink.; n = 5 fiir Licht
30, 5 und 1 min Ink.).

Zusammengefasst zeigte die PDI mit 10 uM FLASH-07a (1,5814 x 10*' absorbierte
Photonen) unabhéngig von der Inkubationszeit, keine effiziente Abtdtung der J774A.1-
Makrophagenzellinie in-vitro, in Suspension.

Bei der PDI mit 1 uM TMPyP, entsprechend einer etwas hoheren Konzentration als die
beim Angleichen der Anzahl an absorbierten Photonen berechnete, zeigte sich dagegen
unabhidngig von der Inkubationszeit eine effiziente Abtotung der J774A.1-
Makrophagenzelllinie in-vitro, in Suspension. Bei der PDI mit 10 pM SAPyR,
entsprechend einer um den Faktor 1,5 niedrigeren Konzentration als die beim Angleichen
der Anzahl an absorbierten Photonen berechnete, zeigte sich bereits bei der kiirzesten
Inkubationszeit eine effiziente Abtotung der J774A.1-Makrophagenzelllinie in-vitro, in
Suspension.

Dementsprechend nahm die Zytotoxizitit bei der photodynamischen Inaktivierung der
J774A.1-Makrophagenzelllinie in Suspension, in folgender Reihenfolge zu: FLASH-07a <
TMPyP < SAPyR. Dies war auch unabhéngig von den Inkubationszeiten.
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3.5 Vergleich der anti-promastigoten Wirkung von TMPyP,
SAPyR und FLASH-07a mit der Zytotoxizitat der
Photosensibilisatoren auf die J774A.1-Makrophagenzelllinie

Um die anti-promastigote Wirkung, die durch den photodynamischen Prozess erzeugt
wird, mit der zytotoxischen Wirkung vergleichen zu konnen, wurde die Vitalitdtsabnahme
der L. major Promastigoten mit der Vitalititsabnahme der J774A.1-Makrophagenzelllinie
bei einer Farbstoffkonzentration des jeweiligen PS verglichen.

Abb. 25 gibt einen Uberblick iiber die anti-promastigote und zytotoxische Wirkung des PS
TMPyP, indem die Wirkung auf L. major Promastigote und die Wirkung auf die J774A.1-
Makrophagenzelllinie vergleichend dargestellt ist.
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Abb. 25: Anti-promastigote Wirkung und zytotoxische Wirkung von TMPyP in Abhingigkeit von
verschiedenen Inkubationszeiten. (A) Dargestellt ist die unbehandelte Kontrolle (PS- L-) 30 min
Inkubation (Ink.) (graue Balken, Konz. 0 uM) sowie die DK (PS+ L-) 30 min Ink. (graue Balken) von
L. major (L. M.) (grau ausgefiillte Balken) und der J774A.1-Makrophagenzelllinie (grau gestrichelte Balken).
(B-D) Die L. M. Promastigoten und die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurden mit 0 - 10 uM PS inkubiert
und mit einer Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt. Die Vitalititsabnahme bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (PS- L-) (hier nur 30 min Ink. dargestellt), wurde mit dem MTT-Assay bestimmt. (B) Ink. mit
TMPyP fiir 30 min. Ink. von L. M.: blau ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie: blau
gestrichelte Balken. (C) Ink. mit TMPyP fiir 5 min. Ink. von L. M.: rot ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-
Makrophagenzelllinie: rot gestrichelte Balken. (D) Ink. mit TMPyP fiir 1 min. Ink. von L. M.: griin
ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie: griin gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind
als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (L. M.: n = 4; J774A.1-Makrophagenzelllinie: n = 4).

Um nun die anti-promastigote Wirkung mit der zytotoxischen Wirkung vergleichen zu
konnen, wurden die Farbstoffe, wie auf Seite 96 beschrieben, bei einer
Farbstoffkonzentration des jeweiligen PS miteinander verglichen. Bei dem PS TMPyP
wurde dabei exemplarisch die Konzentration 1 uM fiir den Vergleich verwendet.

Bei 30 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 1 uM TMPyP zu einer iiber 90%igen

Abtotung der L. major Promastigoten sowie der J774A.1-Makrophagenzelllinie. Die
dazugehorigen Werte sind in Tab. 34 gezeigt.
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Bei 5 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 1 pM TMPyP ebenfalls zu einer

Abtotungsrate der L. major Promastigoten sowie der J774A.1-Makrophagenzelllinie von
iiber 90 %. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 34 gezeigt.
Auch bei 1 Minute Inkubation wurden Beide durch die PDI mit 1 uM TMPyP zu {iber

90 % abgetotet. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 34 gezeigt.

TMPyP
L. major J774A.1-Makrophagenzelllinie
Fiir den Vergleich verwendete 1 pM 1pM
Konzentration
30 min Inkubation 1,2+0,5 2,7+1,6
5 min Inkubation 2,1 +0,5 24+1,5
1 min Inkubation 1,7+2,4 7,4+59

Tab. 34: Vergleich der anti-promastigoten Wirkung mit der zytotoxischen Wirkung von TMPyP. Die
Tab. zeigt die Vitalitdt von L. major und der J774A.1-Makrophagenzellinie in [%] bei der Konzentration
1 uM TMPyP (Ausschnitt aus den Tab. 23 (L. major) und 29 (J774A.1-Makrophagenzelllinie)); (griin
ausgefiillte Kaistchen: ,effizient abgetotet, d.h. Reduktion der Vitalitit > 90 % bezogen auf den
Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (L. major: n = 4;
J774A.1-Makrophagenzelllinie: n = 4).

Zusammengefasst wurden die L. major Promastigoten sowie die J774A.1-
Makrophagenzelllinie in-vitro, in Suspension durch die PDI mit 1 pM TMPyP unabhingig

von der Inkubationszeit effizient abgetdtet.

Abb. 26 gibt einen Uberblick iiber die anti-promastigote und zytotoxische Wirkung des PS
SAPyR, indem die Wirkung auf L. major Promastigote und die Wirkung auf die J774A.1-
Makrophagenzelllinie vergleichend dargestellt ist.
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Abb. 26: Anti-promastigote Wirkung und zytotoxische Wirkung von SAPyR in Abhiingigkeit von
verschiedenen Inkubationszeiten. (A) Dargestellt ist die unbehandelte Kontrolle (PS- L-) 30 min
Inkubation (Ink.) (graue Balken, Konz. 0 uM) sowie die DK (PS+ L-) 30 min Ink. (graue Balken) von
L. major (L. M.) (grau ausgefiillte Balken) und der J774A.1-Makrophagenzelllinie (grau gestrichelte Balken).
(B-D) Die L. M. Promastigoten und die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurden mit 0 -10 uM PS inkubiert
und mit einer Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt. Die Vitalititsabnahme bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (PS- L-) (hier nur 30 min Ink. dargestellt), wurde mit dem MTT-Assay bestimmt. (B) Ink. mit
SAPyR fiir 30 min. Ink. von L. M.: blau ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie: blau
gestrichelte Balken. (C) Ink. mit SAPyR fiir 5 min. Ink. von L. M.: rot ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-
Makrophagenzelllinie: rot gestrichelte Balken. (D) Ink. mit SAPyR fiir 1 min. Ink. von L. M.: griin
ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie: griin gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind
als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (L. M.: n = 4; J774A.1-Makrophagenzelllinie: n = 6 fir DK
30 min Ink.; n =5 fiir Licht 30 und 5 min Ink.; n =4 fiir Licht 1 min Ink.).

Um nun die anti-promastigote Wirkung mit der zytotoxischen Wirkung vergleichen zu
konnen, wurden die Farbstoffe, wie auf Seite 96 beschrieben, bei einer
Farbstoffkonzentration des jeweiligen PS miteinander verglichen. Bei dem PS SAPyR

wurde dabei exemplarisch die Konzentration 5 uM fiir den Vergleich verwendet.
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Bei 30 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 5 uM SAPyR zu einer iiber 90%igen

Abtotung der L. major Promastigoten. Von der J774A.1-Makrophagenzelllinie iiberlebten
dagegen iiber 20 %. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 35 gezeigt.
Bei 5 Minuten Inkubation fithrte die PDI mit 5 uM SAPyR ebenfalls zu einer

Abtotungsrate der L. major Promastigoten von iiber 90 %. Von der J774A.1-
Makrophagenzelllinie iiberlebten wiederum tiber 20 %. Die dazugehdrigen Werte sind in
Tab. 35 gezeigt.

Auch bei 1 Minute Inkubation wurden die L. major Promastigoten durch die PDI mit 5 uM
SAPyR zu iiber 90 % abgetdtet. Von der J774A.1-Makrophagenzelllinie iiberlebten

dagegen iiber 20 %. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 35 gezeigt.

SAPyR
L. major J774A.1-Makrophagenzelllinie
Fiir den Vergleich verwendete 5 uM 5 uM
Konzentration
30 min Inkubation 3,0+1,6 25,6 = 13,2
5 min Inkubation 2,3+0,7 252 +22,0
1 min Inkubation 6,9 =47 23,6 = 23,6

Tab. 35: Vergleich der anti-promastigoten Wirkung mit der zytotoxischen Wirkung von SAPyR. Die
Tab. zeigt die Vitalitdt von L. major und der J774A.1-Makrophagenzellinie in [%] bei der Konzentration
5uM SAPyR (Ausschnitt aus den Tab. 24 (L. major) und 30 (J774A.1-Makrophagenzelllinie)); (griin
ausgefiillte Kaéstchen: ,effizient abgetotet, d.h. Reduktion der Vitalitit > 90 % bezogen auf den
Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (L. major: n = 4;
J774A.1-Makrophagenzelllinie: n = 6 fiir DK 30 min (Inkubation) Ink.; n = 5 fiir Licht 30 und 5 min Ink.;
n =4 fiir Licht 1 min Ink.).

Zusammengefasst wurden die L. major Promastigoten in-vitro, in Suspension durch die
PDI mit 5 uM SAPyR unabhingig von der Inkubationszeit effizient abgetdtet. Die
J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde in-vitro, in Suspension dagegen durch die PDI mit
5 uM SAPyR unabhingig von der Inkubationszeit noch nicht effizient abgetdtet. Eine
effiziente Abtotung der J774A.1-Makrophagenzelllinie war erst ab der Konzentration
10 uM SAPyR zu beobachten (siche 3.4.2).

Abb. 27 gibt einen Uberblick iiber die anti-promastigote und zytotoxische Wirkung des PS
FLASH-07a, indem die Wirkung auf L. major Promastigote und die Wirkung auf die
J774A.1-Makrophagenzelllinie vergleichend dargestellt ist.
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Abb. 27: Anti-promastigote Wirkung und zytotoxische Wirkung von FLASH-07a in Abhiingigkeit von
verschiedenen Inkubationszeiten. (A) Dargestellt ist die unbehandelte Kontrolle (PS- L-) 30 min
Inkubation (Ink.) (graue Balken, Konz. 0 uM) sowie die DK (PS+ L-) 30 min Ink. (graue Balken) von
L. major (L. M.) (grau ausgefiillte Balken) und der J774A.1-Makrophagenzelllinie (grau gestrichelte Balken).
(B-D) Die L. M. Promastigoten und die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurden mit 0 -10 uM PS inkubiert
und mit einer Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt. Die Vitalititsabnahme bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (PS- L-) 30 min Ink., wurde mit dem MTT-Assay bestimmt. (B) Ink. mit FLASH-07a fiir 30 min.
Ink. von L. M.: blau ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie: blau gestrichelte Balken.
(C) Ink. mit FLASH-07a fiir 5 min. Ink. von L. M.: rot ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-
Makrophagenzelllinie: rot gestrichelte Balken. (D) Ink. mit FLASH-07a fiir 1 min. Ink. von L. M.: griin
ausgefiillte Balken; Ink. der J774A.1-Makrophagenzelllinie: griin gestrichelte Balken. Alle Ergebnisse sind
als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt (L. M.: n = 4; J774A.1-Makrophagenzelllinie: n = 6 fiir DK 30
min Ink.; n =5 fiir Licht 30, 5 und 1 min Ink.).

Um nun die anti-promastigote Wirkung mit der zytotoxischen Wirkung vergleichen zu
konnen, wurden die Farbstoffe, wie auf Seite 96 beschrieben, bei einer
Farbstoffkonzentration des jeweiligen PS miteinander verglichen. Bei dem PS FLASH-07a

wurde dabei exemplarisch die Konzentration 10 uM fiir den Vergleich verwendet.
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Bei 30 Minuten Inkubation fiihrte die PDI mit 10 uM FLASH-07a zu einer tiber 90%igen

Abtotung der L. major Promastigoten. Von der J774A.1-Makrophagenzelllinie iiberlebten
dagegen iiber 20 %. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 36 gezeigt.
Bei 5 Minuten Inkubation erzielte die PDI mit 10 pM FLASH eine Abtdtungsrate der L.

major Promastigoten von 80 %. Von der J774A.1-Makrophagenzelllinie iiberlebten knapp
30 %. Die dazugehdrigen Werte sind in Tab. 36 gezeigt.
Bei 1 Minute Inkubation wurden beide durch die PDI mit 10 uM FLASH-07a zu weniger

als 70 % abgetotet. Die dazugehorigen Werte sind in Tab. 36 gezeigt.

FLASH-07a
L. major J774A.1-Makrophagenzelllinie
Fiir den Vergleich verwendete 10 pM 10 pM
Konzentration
30 min Inkubation 8,5%8,7 22,5 = 15,6
5 min Inkubation 204 £ 13,5 28,0 21,6
1 min Inkubation 34,6 = 26,2 30,7 = 20,4

Tab. 36: Vergleich der anti-promastigoten Wirkung mit der zytotoxischen Wirkung von FLASH-07a.
Die Tab. zeigt die Vitalitit von L. major und der J774A.1-Makrophagenzellinie in [%] bei der Konzentration
10 uM FLASH-07a (Ausschnitt aus den Tab. 25 (L. major) und 31 (J774A.1-Makrophagenzelllinie)); (griin
ausgefiillte Kaistchen: ,effizient abgetotet, d.h. Reduktion der Vitalitit > 90 % bezogen auf den
Referenzwert). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (L. major: n = 4;
J774A.1-Makrophagenzelllinie: n = 6 fiir DK 30 min Inkubation (Ink.); n =5 fiir Licht 30, 5 min und 1 min
Ink.).

Zusammengefasst wurden die L. major Promastigoten in-vitro, in Suspension durch die
PDI mit 10 uM FLASH-07a in Abhdngigkeit von der Inkubationszeit effizient abgetotet.
Die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurde in-vitro, in Suspension dagegen durch die PDI
mit 10 uM FLASH-07a unabhingig von der Inkubationszeit noch nicht effizient abgetotet.

In Zusammenschau der Ergebnisse bei allen drei PS, war die Spanne zwischen Zunahme
der anti-promastigoten Wirkung und Zunahme der Zytotoxizitéit, entsprechend der
Differenz zwischen der Vitalitditsabnahme der L. major Promastigoten und der J774A.1-

Makrophagenzelllinie, bei folgendem PS am grofiten: SAPyR > FLASH-07a > TMPyP.
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3.6 Photodynamische Inaktivierung von mit L. major infizierten
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen:
anti-amastigote Wirkung und Zytotoxizitit von SAPyR

In den bisherigen Ergebnissen konnten fiir den PS SAPyR Bedingungen definiert werden
(PDI mit 5 uM SAPyR), bei denen die L. major Promastigoten effizient abgetdtet wurden,
von der J774A.1-Makrophagenzelllinie aber noch iiber 20 % vital waren. Dies konnte
bisher unter den untersuchten Bedingungen fiir TMPyP und FLASH-07a nicht definiert
werden: Die L. major Promastigoten und die J774A.1-Makrophagenzelllinie wurden durch
die PDI mit 1 pM TMPyP beide zu iiber 90 % abgetotet. Bei der PDI mit 10 uM FLASH-
07a wurden die L. major Promastigoten nur bei 30 Minuten Inkubation effizient abgetotet,
ansonsten wurden die L. major Promastigoten sowie die J774A.1-Makrophagenzelllinie
nicht effizient abgetotet.

Um die Bedingungen im menschlichen Organismus, wo die Leishmanien nicht als
Promastigote, sondern in intrazelluldr, amastigoter Form vorliegen, in-vitro besser
nachzustellen, wurde im dritten Teil der Arbeit die anti-amastigoten Aktivitit der PDI mit
5 uM SAPyR auf L. major getestet. Zudem wurde der Effekt der PDI auf L. major
Amastigote mit der toxischen Wirkung der PDI auf infizierte Peritoneal-Exsudat-
Makrophagen, die aus C57BL/6 Méusen isoliert wurden, verglichen.

Dafiir wurden die mit L. major infizierten Peritoneal-Exsudat-Makrophagen fiir 1 Minute
mit 5 uM SAPyR inkubiert. Dann wurden die Suspensionen mit der Lampe Waldmann
BlueV mit einer Intensitit von 20,0 mW/cm® fir 600 Sekunden, entsprechend einer
applizierten Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt.

Anschliefend wurde aus den Peritoneal-Exsudat-Makrophagen genomische DNA isoliert
(siche 2.2.12) und eine qRT-PCR durchgefiihrt (sieche 2.2.13). Dabei wurde die
Parasitenlast durch Ermittlung der Menge an 18S-rRNA bestimmt. Die Anzahl an
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen wurde durch Bestimmung des (3-Aktin Gehalts ermittelt.
In Abb. 28 sind die Ergebnisse der qRT-PCR dargestellt.
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Abb. 28: Bestimmung der Parasitenlast in Peritoneal-Exsudat-Makrophagen. Mit L. major (L. M.)
infizierte Peritoneal-Exsudat-Makrophagen (PEC's; engl. peritoneal exudat cells) wurden mit 5 pM SAPyR
fiir 1 min inkubiert und anschlieBend mit einer Energiedosis von 12 J/cm® bestrahlt oder im Dunkeln
belassen. Nach Isolation der genomischen DNA wurde die Anzahl der Leishmanien durch die Menge an 18S-
rRNA und die Anzahl an Peritoneal-Exsudat-Makrophagen durch Bestimmung des 3-Aktin Gehalts ermittelt.
Abgebildet ist die Anzahl von Leishmanien pro DNA in [U/pg]. Unbehandelte Kontrolle PEC's (PS- L-):
erster Balken. Unbehandelte Kontrolle PEC's + L. M. (PS- L-): zweiter Balken. DK PEC's + L. M. (PS+ L-):
dritter Balken. Mit Farbstoff und Licht behandelte Proben PEC's + L. M. (PS+ L+): vierter Balken. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (n = 2).

Die Anzahl von Leishmanien pro infizierten Peritoneal-Exsudat-Makrophagen nahm nach
Inkubation mit 5 pM SAPyR fiir 1 Minute und anschlieBender Bestrahlung ab. Sie fiel von
138,3 + 57,5 U/pg DNA (unbehandelte Kontrolle Peritoneal-Exsudat-Makrophagen +
L. major; PS-, L-) (Tab. 37, Nr.2) auf 35,7 + 42,2 U/pg DNA ab (Tab. 37, Nr. 4).

Bei alleiniger Behandlung mit dem PS (DK Peritoneal-Exsudat-Makrophagen + L. major;
PS+, L -) wurde eine Parasitenlast von 129,7 = 34,9 U/pg DNA (Tab. 37, Nr. 3) gemessen.
In den Proben mit nicht infizierten Peritoneal-Exsudat-Makrophagen (unbehandelte
Kontrolle Peritoneal-Exsudat-Makrophagen; PS-, L-), war die 18S-rRNA wie erwartet
kaum nachweisbar: 1,8 = 2,1 U/pg DNA (Tab. 37, Nr. 1).

Der Effekt von Inkubation fiir I Minute mit 5 uM SAPyR und anschlieBender Bestrahlung
auf die Peritoneal-Exsudat-Zellen ist nicht dargestellt, da ein Wirtszellphotodynamik-
Experiment fehlt. Allerdings konnte aus der Anderung des Verhiltnisses von L. major pro

pg DNA von 138,3 = 57,5 U/pg DNA (unbehandelte Kontrolle Peritoneal-Exsudat-
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Makrophagen + L. major; PS-, L-) (Tab. 37, Nr. 2) auf 35,7 + 42,2 U/pg DNA (mit
Farbstoff und Licht behandelte Proben Peritoneal-Exsudat-Makrophagen + L. major;
PS+, L+) (Tab. 37, Nr. 4) geschlossen werden, dass die PDI mit SAPyR auf die infizierten
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen weniger toxisch wirkt als auf die intrazelluldren

Leishmanien.

L. major U/pg DNA

- Bestrahlung

1. Peritoneal-Exsudat-Makrophagen 0 nM SAPyR 1,8 +2,1
2. Peritoneal-Exsudat-Makrophagen + L. major 0 nM SAPyR 138,3 £ 57,5
3. Peritoneal-Exsudat-Makrophagen + L. major 5 pM SAPyR 129,7 + 34,9

+ Bestrahlung (12 J/em?)

4, Peritoneal-Exsudat-Makrophagen + L. major 5 uM SAPYR 3574422
Tab. 37: Bestimmung der Parasitenlast in Peritoneal-Exsudat-Makrophagen. Die Tab. zeigt die Anzahl
von Leishmanien pro Maus DNA in [U/pg]. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung
dargestellt (n = 2).
Zusammengefasst nahm die Anzahl der Leishmanien pro infizierten Peritoneal-Exsudat-
Makrophagen nach Inkubation mit 5 uM SAPyR fiir 1 Minute und anschlieender
Bestrahlung ab. Dementsprechend wurde auch die intrazelluldre, amastigote Form von
L. major in-vitro durch die PDI mit 5 uM abgetotet. Eine dunkeltoxische Wirkung hatte
der PS SAPyR bei der untersuchten Konzentration nicht.
Wie viele Peritoneal-Exsudat-Makrophagen in-vitro durch die PDI mit 5 uM SAPyR
abgetdtet werden, wurde nicht untersucht. Die Anderung des Verhiltnisses von L. major
pro pg DNA zeigte allerdings, dass die Abtotungsrate der infizierten Peritoneal-Exsudat-

Makrophagen geringer war als die der L. major Amastigoten.
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4. Diskussion

Die Therapie der kutanen, der mukokutanen sowie der viszeralen Leishmaniose ist
komplex und es gibt momentan keine optimale Therapiestrategie fiir die Behandlung dieser
infektiosen Erkrankung. Zudem haben die derzeit in der klinischen Praxis verwendeten
Medikamente viele Nebenwirkungen (Loscher et al., 2010, S. 612- 613; WHO Expert
Committee on the Control of the Leishmaniases, 2010, S. 55-57) und sind je nach Region
und Spezies unterschiedlich effektiv (WHO Expert Committee on the Control of the
Leishmaniases, 2010, S. 57 und S. 60). AuBlerdem konnen bei allen Formen der
Leishmaniose Riickfille nach Beginn der Behandlung auftreten (Farrar et al., 2014, S.
645). Es besteht also die Notwendigkeit zur Verbesserung der Leishmaniose-Therapie
sowie zur Entwicklung neuer Therapien. Fiir die Behandlung der kutanen Leishmaniose
beispielsweise konnte die photodynamische Inaktivierung (PDI) eine vielversprechende
neue nichtmedikamentose, lokale Therapieoption darstellen.

Die PDI mit den Protoporphyrin IX (PpIX) Vorstufen 8-Aminoldvulinsédure (ALA) und
Methyl-Aminoldvulinat (MAL), die tiber den Him-Synthese-Weg enzymatisch in PpIX
umgewandelt werden (Kosaka et al., 2007), wurde bereits in mehreren klinischen Studien
untersucht (van der Snoek et al., 2008). Alle Studien kamen zu dem Ergebnis, dass die PDI
mit PpIX Vorstufen (ALA, MAL) bei der Behandlung der kutanen Leishmaniose effektiv
war: Die Heilung betrug 14 Tage nach der letzten Behandlung mindestens 96,1 % und bis
zu 100 %, wobei die Nebenwirkungen moderat waren (van der Snoek et al., 2008). Bei der
Behandlung von mit L. major infizierten kutane-Leishmaniose-Patienten wurde zudem
gezeigt, dass die PDI effektiver war als die herkommliche lokale Therapie mit
Paromomycin 15 % + Methylbenzethoniumchlorid 12 % Salbe (Gonzalez et al., 2008).
Aufgrund limitierter Daten gibt es aber in den Leitlinien momentan noch kein zugelassenes
Verfahren zur Behandlung der Leishmaniose mittels Photodynamik (van der Snoek et al.,
2008).

Um die Frage zu kldren, ob auch andere Photosensibilisatoren (PS) als Porphyrin-Derivate
fiir die Therapie der kutanen Leishmaniose geeignet wéren, ist die Untersuchung des
Wirkmechanismus der PDI bei der kutanen Leishmaniose sowie die Testung anderer PS
Gegenstand der Forschung.

In diesem Zusammenhang wurde in dieser Arbeit unter Anderem die in-vitro-Effektivitét

der exogenen PS TMPyP, SAPyR und FLASH-07a, die per se wiahrend der Bestrahlung
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photoaktiv sind und nicht erst verstoffwechselt werden miissen (Vorteil gegeniiber ALA
und MAL), bei der PDI der promastigoten Form von L. major untersucht.

Die Ergebnisse der Versuche zeigten, dass die PDI mit TMPyP, SAPyR und FLASH-07a
unter Verwendung von Licht im Wellenldngenbereich 380 nm - 475 nm (Energiedosis
12 J/em®), gegen L. major Promastigote effektiv war. Die anti-promastigote Wirkung nahm
in dem untersuchten Bereich, von 0 uM bis 10 uM, mit steigender Konzentration zu. Dabei
bildete die hochste TMPyP-Konzentration (10 uM) eine Ausnahme. Der erneute Anstieg
der mit dem MTT-Assay gemessenen Vitalitdt bei dieser Konzentration kann aber durch
die Erhohung des Absorptionshintergrunds durch die groBe Anzahl an TMPyP-
Farbstoffmolekiilen bei hohen Konzentrationen erkldrt werden. Eine Dunkeltoxizitit zeigte
sich nur bei der hochsten TMPyP-Konzentration (10 uM), wobei die anti-promastigote
Wirkung auch hier durch Bestrahlung erhoht werden konnte. Die alleinige Behandlung mit
Licht fiihrte zu keiner Reduktion der Vitalitdt von L. major Promastigoten in-vitro, in
Suspension.

Eine vergleichbar gute in-vitro-Effektivitit gegen promastigote Leishmanien zeigte sich
auch in anderen Studien. Zum Beispiel beschrieben Bristow et al. bereits 2006, dass
kationische Porphyrin-Derivate in mikromolaren Konzentrationen L. major Promastigote
effektiv abtoten (Bristow et al., 2006). Auch Phthalocyanine wurden schon erfolgreich
eingesetzt. Beispielsweise war die PDI von L. chagasi und L. panamensis Promastigoten
mit Zink-Phthalocyanin und Aluminum-Phthalocyanin-Chlorid in mikromolaren Dosen
und 670 nm Licht der Energiedosis 2,5 - 10 J/em®, effektiv: Die halbmaximal effektive
Konzentration betrug bei der Behandlung mit Aluminum-Phthalocyanin-Chlorid bei
L. chagasi 0,0033 (10 J/cm?®), 0,0083 (5 J/em?) und 0,0093 pM (2.5 J/em®) und bei
L. panamensis 0,17 (10 J/em?), 0,25 (5 J/cm?) und 0,34 pM (2.5 J/cm?). Die halbmaximal
effektive Konzentration von Zink-Phthalocyanin war signifikant hoher und bei beiden
Spezies gleich (Escobar et al., 2006). Auch die Behandlung von L. amazonensis
Promastigoten mit Aluminium-Phthalocyanin-Chlorid (bis 40 pg/ml) und Bestrahlung mit
Rotlicht der Energiedosis 1,5 - 3 J/cm® fiihrte zur Abtdtung der Parasiten (Dutta et al.,
2005).

Im Gegensatz dazu konnten Perez et al. 2014 durch die Inkubation mit 0,01 uM und
0,1 uM freiem Zink-Phthalocyanin oder liposomalem Zink-Phthalocyanin und Bestrahlung
mit 0,2 J/em* keine Vitalititsabnahme von L. braziliensis Promastigoten erreichen (Perez

et al., 2014).
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Akilov et al. zeigten, dass L. major Promastigote durch die PDI mit den Phenothiazin-
Analoga 5-ethylamino-9-diethylaminobenzo(a)phenoselenazinium Chlorid (EtNBSE) und
3,7-Bis (N,N-dibutylamino) Phenothiazin Bromid (PPA904) und Bestrahlung mit Rotlicht
der Energiedosis 10 J/cm® abgetdtet wurden. Die Phototoxizitit des PS EtNBSE war dabei
signifikant hoher als die des Farbstoffs PPA904: Die halbmaximal effektive Konzentration
betrug bei EtNBSE 9,3 x 10° M und bei PPA904 7.2 x 10° M (Akilov et al., 2007a).
Dagegen zeigte sich bei der von der gleichen Arbeitsgruppe durchgefiihrten in-vitro
Inaktivierung von L. major Promastigoten mit ALA-PDI (Dosen bis 1 mM) und
Bestrahlung mit 10 J/cm® (635 nm) keine mit dem MTT-Test messbare Vitalititsabnahme
der Promastigoten. Bei der PDI mit exogenem PpIX (Dosen bis 1 mM) und Bestrahlung
mit 10 J/cm® kam es dagegen bei hohen Konzentrationen zu einer Vitalitdtsabnahme der

Parasiten von iiber 90 % (Akilov et al., 2007b; Kosaka et al., 2007).

Im Anschluss an die Versuche zur PDI von L. major Promastigoten wurde die Effektivitét
der PS TMPyP, SAPyR und FLASH-07a miteinander verglichen.

Um die photodynamische Effektivitdt der drei verwendeten Farbstoffe richtig miteinander
vergleichen zu kdnnen, mussten die Bestrahlungsparameter angeglichen werden, da die
Farbstoffe jeweils verschiedene Absorptionscharakteristika aufweisen. Dies erfolgte durch
Angleichen der Anzahl an absorbierten Photonen, weil dadurch eine bessere
Vergleichbarkeit gegeben ist, da nach dem Grundsatz der Photodynamik jeweils ein
Farbstoffmolekiil durch die Absorption von einem Photon angeregt wird und somit ein
Vergleich bei gleicher Anzahl an angeregten Farbstoffmolekiilen moglich ist (Cieplik et
al., 2015). Dafiir wurde die Menge an absorbierten Photonen pro Sekunde durch einen
bestimmten Farbstoff, bei Belichtung mit einer bestimmten Bestrahlungsquelle nach der
Formel von Cieplik et al., in Kooperation mit Dr. Johannes Regensburger (Klinik und
Poliklinik fiir Dermatologie, Universitéitsklinikum Regensburg) berechnet (Cieplik et al.,
2015).

Der Vergleich der anti-promastigoten Wirkung der drei PS zeigte, dass bei der PDI mit
10 uM FLASH-07a (1,5814 x 10*' absorbierte Photonen) nur bei der lingsten
Inkubationszeit (30 Minuten) eine iiber 90%ige Inaktivierung von L. major Promastigoten
in-vitro, in Suspension erzielt werden konnte. Bei der PDI mit 1 pM TMPyP, entsprechend
einer etwas hoheren Konzentration als die beim Angleichen der Anzahl an absorbierten
Photonen berechnete, zeigte sich dagegen unabhingig von der Inkubationszeit eine tiber

90%ige Inaktivierung von L. major Promastigoten in-vitro, in Suspension. Auch bei der
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PDI mit 5 uM SAPyR, entsprechend einer um den Faktor drei niedrigeren Konzentration
als die beim Angleichen der Anzahl an absorbierten Photonen berechnete, zeigte sich
bereits unabhingig von der Inkubationszeit eine iiber 90%ige Inaktivierung von L. major
Promastigoten in-vitro, in Suspension. Die anti-promastigote Wirkung nahm also in

folgender Reihenfolge zu: FLASH-07a < TMPyP < SAPyR.

Zudem wurde in dieser Arbeit die in-vitro Zyotoxizitiat der PDI mit TMPyP, SAPyR und
FLASH-07a auf die nicht infizierte J774A.1-Makrophagenzelllinie evaluiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass die PDI mit TMPyP, SAPyR und FLASH-07a unter
Verwendung von Licht im Wellenldngenbereich 380 nm - 475 nm (Energiedosis 12 J/cm?)
in-vitro auch einen zytotoxischen Effekt hatte. Die Zytotoxizitdt auf die untersuchte
J774A.1-Makrophagenzelllinie nahm in dem untersuchten Bereich, von 0 puM bis 10 uM,
mit steigender Konzentration zu. Die PS TMPyP und SAPyR hatten in dem untersuchten
Konzentrationsbereich keine dunkeltoxische Wirkung auf die J774A.1-Makrophagen-
zelllinie. Der PS FLASH-07a zeigte dagegen ab der Konzentration 5 uM eine
Dunkeltoxizitit, wobei die zytotoxische Wirkung auch hier durch Bestrahlung erhoht
werden konnte. Eine Lichttoxizitét zeigte sich bei allen drei PS nicht.

Beim anschliefenden Vergleich der Zytotoxizitdt der PS nach Angleichen der Anzahl an
absorbierten Photonen (siehe Seite 108), zeigte die PDI mit 10 uM FLASH-07a
(1,5814 x 10*' absorbierte Photonen) unabhiingig von der Inkubationszeit, eine
Abtotungsrate der J774A.1-Makrophagenzelllinie in-vitro, in Suspension von unter 80 %.
Bei der PDI mit 1 uM TMPyP, entsprechend einer etwas hoheren Konzentration als die
beim Angleichen der Anzahl an absorbierten Photonen berechnete, zeigte sich dagegen
unabhidngig von der Inkubationszeit eine iiber 90%igen Abtdtung der J774A.1-
Makrophagenzelllinie. Auch bei der PDI mit 10 uM SAPyR, entsprechend einer um den
Faktor 1,5 niedrigeren Konzentration als die beim Angleichen der Anzahl an absorbierten
Photonen berechnete, zeigte sich bereits eine 90%ige Abtotung der J774A.1-
Makrophagenzelllinie. Dementsprechend nahm die Zytotoxizitét in folgender Reihenfolge
zu: FLASH-07a < TMPyP < SAPyR.

Die unterschiedliche Effektivitit der Farbstoffe nach Angleichen der photophysikalischen
Bedingungen, die sich bei der Inaktivierung von L. major Promastigoten sowie bei der
Inaktivierung der J774A.1-Makrophagenzelllinie zeigte, kann durch Eigenschaften der

Farbstoffe selbst erkldrt werden. Zu den charakteristischen Eigenschaften eines PS z&hlen
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die Art der Energieiibertragung (Typ 1 oder Typ 2 Reaktion; Quanteneffizienz ¢ bei der
Bildung von hochreaktivem Singulettsauerstoff ('0,)) sowie die Bindung, Aufnahme,
intrazelluldre Lokalisation und Photostabilitit des PS (Cieplik et al., 2015).

Die unterschiedliche Quanteneffizienz ¢ der drei Farbstoffe fiir die Bildung von
hochreaktivem 'O,, der die entscheidende Rolle bei der PDI spielt (Maisch et al., 2007),
kann also ein moglicher Grund fiir die hohere Effektivitit von SAPyR sein: SAPyR hat
eine Quanteneffizienz ¢ von 0,99 = 0,05 (Cieplik et al., 2013) fiir die Bildung von
hochreaktivem 'O,. Der PS iibertrigt seine Energie also zu 99 % direkt auf den Sauerstoff
in der Umgebung (Typ 2 Reaktion, siehe Seite 30) (Maisch, 2007). Im Vergleich dazu ist
die Quanteneffizienz ¢ fiir die Bildung von 'O, bei den anderen Farbstoffen geringer.
TMPyP bildet 'O, mit einer Quanteneffizienz ¢ von 0,74 (Wilkinson et al., 1993), FLASH-
07a bildet 'O, mit einer Quanteneffizienz ¢ von 0,78 =+ 0,05 (Maisch et al., 2014). Beide
Farbstoffe {iibertragen ihre Energie also auch durch die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) wie 0, ,*OH und H,O, (Typ 1 Reaktion, siche Seite 30), sowie
durch Wiarmeabgabe und Fluoreszenz (Maisch et al., 2014).

Der 'O, muss wegen seiner kurzen Lebensdauer von wenigen Mikrosekunden (Maisch et
al., 2007) und seiner kurzen Diffusionsstrecke (< 1 um) (Maisch et al., 2009) in der Nihe
der Mikroorganismen gebildet werden, um diese effektiv zu zerstoren. Die Anlagerung der
Farbstoffmolekiile an die Mikroorganismen ist also eine Voraussetzung fiir die Bindung,
Aufnahme und intrazelluldre Lokalisation der PS und somit fiir die effektive PDI (Eichner
etal., 2015).

Daher kann die MolekiilgroBe der drei Farbstoffe ein weiterer Grund fiir die
unterschiedliche Effektivitit sein, da eine groBere Molekiilstruktur durch sterische
Hinderung zu einer erschwerten Diffusion der Farbstoffe an den Zielort fiihren kann
(Stewart, 1998). Aufgrund der geringeren molaren Masse von SAPyR (272,3 g/mol)
(Cieplik et al., 2013) im Vergleich zu TMPyP (682,2 g/mol) (Cieplik et al., 2013) und
FLASH-07a (1180.74 g/mol) (Maisch et al., 2014) konnte es sein, dass SAPyR leichter den
Zielort erreicht und von den Parasiten und Zellen aufgenommen wird. Da die molare
Masse von FLASH-07a grofer ist als die von TMPyP, konnte die zunehmende sterische
Hinderung bei groBerer Molekiilmasse zudem erkléren, warum TMPyP trotz dhnlich hoher
Quanteneffizienz ¢ fiir die Bildung von 'O, im Vergleich zu FLASH-07a eine hohere

Effektivitit zeigte.
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Bei der Inaktivierung von biofilmbildenden Bakterien konnte gezeigt werden, dass es bei
positiv geladenen Substanzen verstirkt zu elektrostatischen Wechselwirkungen mit
Biofilmkomponenten wie negativ geladenen extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS)
kommt, die ebenfalls zu einer erschwerten Diffusion der Substanz zum Zielort fithren
konnen (Mah und O’Toole, 2001; Stewart und Costerton, 2001).

Da SAPyR einfach positiv geladen ist (Cieplik et al., 2013), TMPyP vier positive
Ladungen pro Molekiil hat (Cieplik et al., 2013) und FLASH-07a sogar achtfach positiv
geladen ist (Maisch et al., 2014), konnte es abhdngig von der Anzahl der positiven
Ladungen bei der Inaktivierung von L. major Promastigoten und der J774A.1-
Makrophagenzelllinie  ebenfalls zu  unterschiedlich  starken  elektrostatischen
Wechselwirkungen mit Substanzen in der Umgebung der Mikroorganismen und Zellen
gekommen sein, die zu einer erschwerten Diffusion zu den Parasiten und Zellen gefiihrt
haben.

Im Gegensatz dazu konnte allerdings auch gezeigt werden, dass die Bindung an die negativ
geladene Oberfliche von Mikroorganismen bei mehrfach positiv geladenen Farbstoffen
erleichtert ist (Alves et al., 2009; Eichner et al., 2015).

Ein weiterer Grund dafiir, dass SAPyR im Vergleich zu den anderen Farbstoffen leichter
zu den Parasiten und Wirtszellen durchdringen kann und somit die L. major Promastigoten
und die J774A.1-Makrophagenzelllinie effektiver inaktiviert, konnte die chemische
Struktur des Farbstoffs sein: Cieplik et al. zeigten 2013, dass SAPyR sich wie ein Tensid
verhélt, was die Auflésung von EPS in der Umgebung der Mikroorganismen erleichtern
konnte (Cieplik et al., 2013).

Eine weitere fiir die Effektivitit eines PS entscheidende Eigenschaft ist die Photostabilitit,
da ein stabiler Farbstoff ofters angeregt werden kann und daher viel 'O, und ROS
produzieren kann (Kuimova et al., 2009). Kommt es dagegen zur Photobleichung
(= irreversible Zerstorung des Farbstoffmolekiils durch die Bestrahlung) (Kramer-Marek et
al., 2006), Selbstausloschung (,,Eigenquenchen®) (Davies, 2003), Deaktivierung durch
einen zusdtzlichen Quencher (Maisch et al, 2005) oder Dimerisierung der
Farbstoffmolekiile (Felgentriager et al., 2013), geht der Farbstoff kaputt. Die Folge ist ein
Riickgang der Bildung von 'O, und ROS sowie eine Anderung des Spektrums des
Farbstoffs (Knak et al., 2014).

Die Photostabilitdt von Porphyrin-Derivaten wie TMPyP konnte bereits gezeigt werden:
Beispielsweise kam es bei den in Liposomen eingebrachten Porphyrin-Derivaten 5-(4-

hydroxyphenyl)-10,15,20-Tritolylporphyrin (C16-TTP) und 5-(4-hexadecyloxyphenyl)-
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10,15,20-Tri-pyridylporphyrin (TPYR-PP) nach Bestrahlung mit Licht der Wellenlédnge
610 nm, mit einer Energiedosis von 7,5 J/em® und 15 J/em?®, nur zu einer geringen
Abnahme des Absorptionsspektrums um maximal 6 % (Kramer-Marek et al., 2006).

Die durch eine Amidbindung verbundenen meso-Tetraphenylporphyrin Dimere D2, D3
und D4 zeigten nach 30 Minuten Bestrahlung mit Rotlicht ebenfalls keine Anderung des
optischen Spektrums (Faustino et al., 2000).

In Experimenten zur Photostabilitit von SAPyR zeigten der erzeugte Singulettsauerstoff
sowie der Triplettzustand des PS keine Deaktivierung durch Selbstausldschung
(,,Eigenquenchen®) (Cieplik et al., 2013). AuBerdem kam es zu keiner Dimerisierung der
Farbstoffmolekiile. Die Photostabilitdt von SAPyR ist dementsprechend gut, obwohl eine
geringe Abnahme der 'O, Produktion nach 20 Minuten Langzeitbestrahlung festgestellt
werden konnte (Cieplik et al., 2013).

Bei der Untersuchung der Photostabilitit der Flavinderivate FLASH-07a und FLASH-01a
zeigte sich eine Abnahme der Absorptionsmaxima um bis zu 11 % nach Bestrahlung mit
Licht der Wellenlinge 320 - 500 nm mit 70 J/cm® (Eichner et al., 2015). Dieses Ergebnis
kann auf eine etwas geringere Photostabilitét der Flavinderivate im Vergleich zu TMPyP
und SAPyR hindeuten, was zu der geringeren Effektivitit von FLASH-07a beitragen
konnte.

Daneben gibt es noch andere Eigenschaften, die fiir einen PS entscheidend sind: Ein
geeigneter PS sollte sicher sein und gleichzeitig bei niedrigen Farbstoffkonzentrationen
und geringer Strahlungsexposition unter 10 J/cm® effektiv Mikroorganismen abtoten
(Maisch et al.,, 2014). AuBerdem sollte der Farbstoff sein Absorptionsmaximum im
sichtbaren Wellenldngenbereich haben (Maisch et al., 2014), um einen schéddlichen Effekt
kurzwelliger Strahlung (< 380 nm) auszuschlieBen (Eichner et al., 2013). Diese
Eigenschaften wurden von den von uns getesteten PS erfiillt, da sie bei niedrigen
Farbstoffkonzentrationen zwischen 0,01 uM und 10 uM sowie geringer Energiedosis von
12 J/em® bereits eine toxische Wirkung zeigten und ihr Absorptionsmaximum im
sichtbaren Wellenldngenbereich lag (TMPyP: Amax 422 nm (Cieplik et al., 2013); SAPyR:
Amax 360 - 410 nm (Cieplik et al., 2013); FLASH-07a: Amax 371 nm und 443 nm (Eichner et
al., 2015)).

Der spektrale Uberlapp des Absorptionsspektrums der Farbstoffe mit dem
Emissionsspektrum der verwendeten Lampe Waldmann BlueV war bei TMPyP besser als
bei den anderen beiden PS. Cieplik et al. zeigten 2015, dass die Kombination von SAPyR

mit einer Lampe mit optimiertem Emissionsspektrum zu einer effektiveren Inaktivierung
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von Actinomyces naeslundii (Cieplik et al., 2013) fiihrte. Zusétzlich konnten dabei die
Behandlungszeit und Bestrahlungsintensitit aufgrund der besseren spektralen
Uberlagerung des  Emissionsspektrum  der  verwendeten Lampe mit dem
Absorptionsspektrum des PS, verkiirzt werden (Cieplik et al., 2015).

Dementsprechend kdnnte auch bei der PDI von L. major, durch Kombination von SAPyR
bzw. FLASH-07a mit einer Lampe mit geeigneterem Emissionsspektrum, die
Behandlungsdauer und Intensitdt der Bestrahlung reduziert werden und gleichzeitig die
Effektivitit gesteigert werden.

Neben Eigenschaften des PS selbst, ist die fehlende Resistenzbildung der Parasiten
gegeniiber dem photodynamischen Prinzip eine weitere Voraussetzung fiir die effektive
Anwendung eines PS. Dabei geht es speziell um die amastigote Form der Leishmanien, die
sich aufgrund ihrer intrazelluldren Lage vor oxidativen Stress schiitzen muss (Paramchuk
et al., 1997). Da allerdings bei der PDI von Bakterien, die ebenfalls Schutzmechanismen
gegen oxidativen Stress besitzen (Lushchak, 2001), bisher keine Resistenzbildung
beschrieben ist (Giuliani et al., 2010; Tavares et al., 2010), konnte es sein, dass es bei
Leishmanien ebenfalls nicht dazu kommt. FEine sehr kurze photodynamische
Inaktivierungszeit (Inkubation und Bestrahlung) von Sekunden kénnte von Vorteil sein,
die Mikroorganismen davon abzuhalten Resistenzen zu bilden (Eichner et al., 2013).
Zudem wurde bereits gezeigt, dass eine lange Inaktivierungszeit Nachteile haben kann:
Wie zum Beispiel fiir das Porphyrin-Derivat Exeporfinium Chlorid (XF73) gezeigt, fithrten
bei einer langeren Inkubationszeit wesentlich geringere Farbstoffkonzentrationen bei
humanen Keratinozyten (NHEKS; engl.: normal human epidermal keratinocytes) und
humanen Fibroblasten zu einer vergleichbaren toxischen Wirkung wie sonst hohere
Konzentrationen (Maisch et al., 2005). Auch konnte eine lange Behandlungszeit
unangenehm fiir die Patienten sein und deshalb zu fehlender Compliance fiihren. Hinzu
kommt, dass in den von uns durchgefiihrten Experimenten lédngere Inkubationszeiten nur
einen geringen Effekt auf eine gesteigerte Abnahme der Vitalitdt hatten, da sie zu keiner
oder nur zu einer geringfligig hoheren Abnahme der Vitalitit der L. major Promastigoten
und der J774A.1-Makrophagenzelllinie fiihrten.

Zusitzlich zur fehlenden Resistenzbildung sollte die effektive Anwendung eines PS
unabhingig von der die Erkrankung verursachenden Leishmanienspezies sein. Da durch
die PDI eine Vielzahl von Biomolekiilen wie zum Beispiel Lipide und Proteine geschadigt
werden (Maisch et al., 2014), hat sie ein breites Wirkspektrum (Sharma et al., 2011, S. 3)

und es ist daher unwahrscheinlich, dass die Wirkung auf bestimmte Leishmanienspezies
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beschrinkt ist. Zudem wurde die PDI bereits bei verschiedenen Leishmanienarten in-vitro
erfolgreich durchgefiihrt: Beispielsweise bei L. major Promastigoten mit kationischen
Porphyrin-Derivaten (Bristow et al., 2006) und den Phenothiazin-Analoga EtNBSE und
PPA904 (Akilov et al., 2007a). Bei L. chagasi and L. panamensis Promastigoten mit Zink-
Phthalocyanin und Aluminum-Phthalocyanin-Chlorid (Escobar et al., 2006) und bei
L. amazonensis Promastigoten mit Aluminium-Phthalocyanin-Chlorid (Dutta et al., 2005)
(siehe Seite 107 - 108).

In diesem Zusammenhang sollte in nachfolgenden Studien die Effektivitit der hier
verwendeten PS TMPyP, SAPyR und FLASH-07a nicht nur bei L. major, sondern auch bei
der Inaktivierung von weiteren dermatotropen und mukotropen Leishmanienarten getestet
werden.

Bei der Photosensibilisierung von Bakterien konnte bereits gezeigt werden, dass die
Effektivitit der Behandlung mit dem PS TMPyP unabhédngig vom Erregerstamm ist
(Eichner et al., 2013). Auch SAPyR (Cieplik et al., 2013) und FLASH-07a (Maisch et al.,
2014) zeigten sowohl bei gram-positiven als auch bei gram-negativen Bakterienstimmen
sehr gute antimikrobielle Effektivitidt. Lediglich die photodynamischen Parameter
(Inkubationszeit, Farbstoffkonzentration und Strahlungsexposition), die verwendet werden
miissen um einen guten bakteriziden Effekt zu erreichen, sind abhéngig vom Erregerstamm

(Grinholc et al., 2008).

Da die Leishmanien im menschlichen Organismus als obligat intrazelluldre Parasiten im
Monozyten-Makrophagensystem vorliegen, ist die Frage nach einem therapeutischen
Fenster zu klidren, indem Leishmanien durch die PDI abgetotet werden, die Wirtszellen
aber unbeschadet bleiben. Deshalb wurde die in-vitro Zytotoxizitit der PDI auf die
J774A.1-Makrophagenzelllinie mit der photodynamischen Wirkung der PS gegeniiber dem
isolierten Parasiten L. major verglichen. Die J774A.1-Makrophagenzelllinie spiegelt die
Wirtszelle der Leishmanien im menschlichen Organismus wider, da sie Makrophagen-
dhnliche Eigenschaften aufweist (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, n.d.).

Die Ergebnisse zeigten, dass die Zunahme der anti-promastigoten Wirkung im
untersuchten Bereich zwischen 0 uM und 10 pM gleichzeitig mit einer Zunahme der
Zytotoxizitit verbunden war. Beim Vergleich der Vitalitdt zeigte sich, dass die L. major
Promastigoten und die J774A.1-Makrophagenzelllinie in-vitro, in Suspension durch die

PDI mit 1 uM TMPyP unabhingig von der Inkubationszeit, zu iiber 90 % abgetotet
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wurden. Auch bei der PDI mit 5 uM SAPyR wurden die L. major Promastigoten
unabhingig von der Inkubationszeit zu iiber 90 % abgetdtet. Die Abtotungsrate der
J774A.1-Makrophagenzelllinie betrug bei der PDI mit 5 uM SAPyR dagegen unabhingig
von der Inkubationszeit unter 80%. Eine effiziente Abtdtung der J774A.1-Makrophagen-
zelllinie war erst ab der Konzentration 10 uM SAPyR zu beobachten. Bei der
Photosensibilisierung mit 10 uM FLASH-07a wurden die L. major Promastigoten in
Abhidngigkeit von der Inkubationszeit zu tliber 90 % abgetotet. Bei der J774A.1-
Makrophagenzelllinie zeigte sich dagegen unabhingig von der Inkubationszeit eine
Abtdtungsrate von unter 80 %.

Folglich war die Spanne zwischen Zunahme der anti-promastigoten Wirkung und
Zunahme der Zytotoxizitdt, entsprechend der Differenz der Vitalititsabnahme der L. major
Promastigoten und der J774A.1-Makrophagenzelllinie, bei SAPyR groBer als bei FLASH-
07a und bei FLASH-07a wiederum grofer als bei TMPyP. Dementsprechend ist ein
potentielles ,,Therapeutisches Fenster”, indem die Vitalitidt der L. major Promastigoten
deutlich abnimmt, die J774A.1-Makrophagenzelllinie aber noch vital ist, bei den drei
Farbstoffen unterschiedlich grof3: TMPyP < FLASH-07a < SAPyR.

Bei Verwendung des Begriffs ,,Therapeutisches Fenster sollte allerdings bedacht werden,
dass die Zytotoxizitdt ebenfalls recht hoch war: Durch die PDI mit 10 uM FLASH-07a
wurde die J774A.1-Makrophagenzelllinie zu 70 - 80 % abgetdtet. Die PDI mit 1 pM
TMPyP sowie die PDI mit 10 uM SAPyR fiihrte sogar zu einer liber 90%igen Abtotung
der J774A.1-Makrophagenzelllinie. Es ist daher fraglich, ob es einen Bereich gibt, indem
die Leishmanien abgetdtet werden, ohne dass die Immunzellen geschddigt werden.

In einer fritheren in-vitro Studie zeigten Taylor ef al. ebenfalls, dass die PDI mit freien und
liposomalen Dimethyl- und Diethyl-Carbaporphyrin-Ketalen fiir die Wirtszellen
zytotoxisch ist: Bei der Bestrahlung mit einer Energiedosis von 1,1 oder 2,1 J/cm® betrug
die halbmaximal effektive Konzentration bei der humanen Promonozyten-Zelllinie U937
zwischen 0,27 pM (freies Dimethyl-Carbaporphyrin-Ketal; 2,1 J/cm®) und 0,94 uM (freies
Diethyl-Carbaporphyrin-Ketal; 1,1 J/cm?®). Die ebenfalls untersuchten Peritoneal-
Makrophagen aus Hamstern waren resistenter, bei ihnen betrug die halbmaximal effektive
Konzentration beispielsweise 5,7 uM (freies Dimethyl-Carbaporphyrin-Ketal; 2,1 J/cm?)
bis 272,2 uM (liposomales Dimethyl-Carbaporphyrin-Ketal; 2,1 J/cm?) (Taylor et al.,
2011).

Dagegen zeigten Dutta et al. bereits 2005, dass bei der Photosensibilisierung von

L. amazonensis Promastigoten und J774A.1-Zellen mit Aluminium-Phthalocyanin-Chlorid
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(bis 40 pg/ml) und Bestrahlung mit Rotlicht der Energiedosis 1,5 - 3 J/em?, die
Vitalitditsabnahme der Parasiten mindestens 10 - 20 mal so hoch war wie die der
Makrophagen, die selbst bei einer Dosis von 40 pg/ml kaum lysiert wurden (Dutta et al.,
2005).

In einer in-vitro Studie zur PDI von L. panamensis und L. chagasi mit liposomalem und
freiem Chloraluminium-Phthalozyanin in nanomolaren Dosen und Bestrahlung mit
17 J/em® zeigte sich ebenfalls, dass die toxische Wirkung der PS auf die promastigote
Form der beiden Leishmanienarten viel groBer war als auf die nichtinfizierte humane
leukdmische-Monozytenzelllinie THP-1: Die halbmaximal effektive Konzentration betrug
bei L. panamensis 0,31 nM (liposomal) und 4,00 nM (frei) und bei L. chagasi 0,03 nM
(liposomal) und 2,73 nM (frei). Bei der THP-1-Monozytenzelllinie betrug die halbmaximal
effektive Konzentration 1,35 nM (liposomal) und 22,50 nM (frei) (Hernandez et al., 2012).
Damit iibereinstimmend zeigten Perez et al. 2014 in einer in-vitro Studie, dass die
Inkubation mit 0,01 uM und 0,1 uM freiem Zink-Phthalozyanin sowie 0,01 pM
liposomalem Zink-Phthalozyanin und anschlieBender Bestrahlung mit 0,2 J/em® fiir
Makrophagen (J774-Zellen) aber auch humane Keratinozyten (HaCaT Zellen) und
dendritische Zellen unschiddlich war. Bei den dendritischen Zellen fiihrte sogar die
Photosensibilisierung mit 0,1 pM liposomalem Zink-Phthalozyanin zu keiner
Vitalitdtsabnahme, was dafiir spricht, dass dieser Zelltyp am resistentesten gegen die PDI
ist. Es konnte daher sein, dass die Immunabwehr des haut-assoziierten lymphatischen
Gewebes durch die PDI kaum oder gar nicht beeintrachtigt wird (Perez et al., 2014).

Die Ergebnisse von Perez et al. stimmen mit den wenigen in-vivo Studien {iberein, in
denen sich zeigte, dass es bei der PDI von kutanen-Leishmaniose-Lésionen am Ohr von
mit L. major infizierten BALB/c Méusen, mit 20%iger ALA-Ldsung und Bestrahlung mit
50 J/em® (635 nm Licht), sieben Tage nach der ALA-PDI trotz der dramatischen Abnahme
des Anteils der Makrophagen in der Lésion, zu einer systemischen Immunantwort mit
Gewebezerstorung im Bereich der behandelten Haut kommt: Nach der Behandlung nimmt
der Anteil der B-Lymphozyten in der kutanen-Leishmaniose-Lasion extrem zu. Zudem
steigt die  Produktion der pro-inflammatorischen = Zytokine = Makrophagen-
Chemoattraktorprotein-1 und IL-6 signifikant an (Akilov et al., 2007b; Kosaka et al.,
2007). Von den wenigen verbliebenen Makrophagen, von denen fast alle mit L. major
infiziert sind, wird zudem im Vergleich zu nicht-infizierten Makrophagen vermehrt

Tumornekrosefaktor-a gebildet (Akilov et al., 2007b; Kosaka et al., 2007).
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Die potentiell lokal toxische Wirkung der PDI auf die Makrophagen des Wirts konnte
dementsprechend nur eine geringe Auswirkung auf den Organismus haben.

Zudem konnte in anderen photodynamischen Experimenten mit NHEKS, wie es Perez et
al. 2014 fiir freies und liposomales Zink-Phthalozyanin zeigten, auch fiir die Flavinderivate
FLASH-07a und FLASH-01a und das Porphyrinderivat TMPyP gezeigt werden, dass die
topische Anwendung keinen oder nur einen priferentiell schiddlichen Effekt auf das
umliegende Wirtsgewebe hat: Bei Inkubation von NHEKs mit 10 pM FLASH-07a oder
FLASH-0la kam es bis zu einer Strahlungsexposition von 30 J/cm® zu keiner
Vitalitdtsabnahme der Zellen, weshalb beide Flavinderivate als potentiell unschidlich fiir
den Menschen angesehen werden konnen (Maisch et al., 2014). Bei der Inkubation von
NHEKs mit dem PS TMPyP und Bestrahlung mit 0,5 J/cm® oder 3 J/cm® konnte dagegen
eine Abnahme der Vitalitdit der NHEKs festgestellt werden. Dennoch ist die topische
Anwendung von TMPyP als sicher anzusehen, da der PS unabhédngig von der
Inkubationszeit nur im Stratum corneum der Haut nachzuweisen ist und nicht in tiefere
Gewebeschichten diffundiert und dementsprechend dort auch keine toxische Wirkung
entfaltet (Eichner et al., 2013). Auch in-vivo konnte bereits gezeigt werden, dass
beispielsweise die Behandlung von mit L. amazonensis infizierten Hamstern (Mesocricetus
auratus) mit Dimethyl-Carbaporphyrin-Ketal (0,5 mg/kg) und Bestrahlung mit 7 mW/cm®
fiir 2 oder 4 Stunden, zu keiner systemischen Toxizitdt fiihrt und auch keinen schidlichen
Effekt auf die umliegende Haut hat (Taylor et al., 2011). Die Wirkung des Farbstoffs
SAPyR auf das Wirtsgewebe ist momentan noch Gegenstand der Forschung.

Eine geringe systemische und lokale Toxizitét konnte deshalb von besonderer Bedeutung
sein, da auch nach einer erfolgreichen Behandlung noch Parasiten in den kutanen-
Leishmaniose-Lisionen nachgewiesen werden konnen. Eine komplette Elimination der
Parasiten findet also nicht statt (Akilov et al., 2007a; Taylor et al., 2011) und nachfolgende
Behandlungen sind notwendig, um die Anzahl der Parasiten verringern (Akilov et al.,

2007b).

Um die Bedingungen im menschlichen Organismus in-vitro besser nachzustellen, wurde in
Erginzung zu den Experimenten mit L. major Promastigoten und der J774A.1-
Makrophagenzelllinie die anti-amastigoten Aktivitdt, also der Effekt der PDI auf die
intrazelluldr, amastigote Form von L. major getestet. Bei den mit L. major infizierten
Zellen handelte es sich um Peritoneal-Exsudat-Makrophagen, die aus C57BL/6 Méusen

isoliert wurden. Da es sich bei den Peritoneal-Exsudat-Makrophagen um Immunzellen aus
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der Maus handelt, sind diese den gewebsstindigen Makrophagen in ihren
Eigenschaftendhnlicher, als die immortalisierte BALB/c Maus Monozyten-Makrophagen-
Tumorzelllinie J774A.1 (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH, n.d.).

Bei den Experimenten zeigte sich, dass die Anzahl von Leishmanien pro infizierten
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen, nach Inkubation fiir 1 Minute mit 5 uM SAPyR und
anschliefender Bestrahlung (12 J/cm®), von 138,3 U/pg DNA (unbehandelte Kontrolle) auf
35,7 U/pg DNA abnahm. Dementsprechend hatte die PDI mit SAPyR auch auf die
intrazelluldre, amastigote Form von L. major eine toxische Wirkung.

Dieses Ergebnis wird durch die in-vitro Studie von Perez et al. unterstiitzt, in der gezeigt
wurde, dass die PDI von mit L. braziliensis infizierten J774-Zellen mit liposomalem Zink-
Phthalozyanin schon bei niedriger Farbstoffkonzentration (0,01uM) und Bestrahlungs-
intensitit (0,2 J/cm®) zu einer Abtotung der intrazelluldren Parasiten fiihrte (Perez et al.,
2014).

Auch Taylor et al. zeigten, dass die in-vitro PDI mit freien und liposomalen Dimethyl- und
Diethyl-Carbaporphyrin-Ketalen und einer Energiedosis von 1,1 oder 2,1 J/cm®, mit einer
halbmaximal effektiven Konzentration zwischen 1,8 pM (liposomales Dimethyl-
Carbaporphyrin-Ketal; 2,1 J/cm®) und 12,8 uM (freies Diethyl-Carbaporphyrin-Ketal;
1,1 J/em®) auf L. amazonensis Amastigote in infizierten U937-Zellen toxisch wirkte
(Taylor et al., 2011).

Die Inaktivierung von mit Aluminium-Phthalozyanin-Chlorid (I und 5 pg/ml)
vorbehandelten L. amazonensis Amastigoten in infizierten J774A.1-Zellen, nach
Inkubation fiir 5 oder 24 Stunden und Bestrahlung mit Rotlicht (> 650 nm) bis zu einer
Energiedosis von 4,5 J/em®, war ebenfalls effektiv: Die Anzahl der mikroskopisch
gezdhlten, lebenden Parasiten war dabei abhéngig von der Farbstoffkonzentration,
applizierten Energiedosis und der Inkubationszeit. Bei 1 pg/ml Farbstoftkonzentration kam
es auch nach 24 Stunden Inkubationszeit und der hochsten Energiedosis nur zu einer
limitierten Abnahme der Parasitenzahl. Bei Spg/ml Farbstoffkonzentration, 24 Stunden
Inkubationszeit und Bestrahlung mit 4,5 J/cm® fanden sich dagegen keine lebenden
Parasiten mehr (Dutta et al., 2005).

Weiterhin war die PDI von L. panamensis und L. chagasi Amastigoten in infizierten THP-
1-Zellen, mit liposomalem und freiem Chloraluminium-Phthalozyanin und Licht
(17 J/em®), mit einer halbmaximal effektiven Konzentration von 1,49 nM (liposomal) und

31,19 nM (frei) bei L. panamensis und mit einer halbmaximal effektiven Konzentration
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von 0,69 nM (liposomal) und 14,24 nM (frei) bei L. chagasi effektiv (Hernandez et al.,
2012).

Dagegen funktionierte in einer fritheren Studie die in-vitro PDI von L. major Amastigoten
in infizierten J774A.2-Zellen, mit 1 mM ALA und Bestrahlung mit 0-50 J/em? (635 nm)
nicht, da es zu keiner Abnahme der lichtmikroskopisch gezdhlten Anzahl an L. major
Amastigoten pro 100 J77A.2-Zellen kam (Akilov et al., 2007b; Kosaka et al., 2007). Dabei
ist es wichtig zu erwdhnen, dass Leishmanien PpIX aus ALA nicht produzieren kénnen, da
ihnen sieben der acht Enzyme des dafiir erforderlichen Ham-Synthese-Wegs fehlen.
Exogenes PpIX kann der Parasit dagegen aufnehmen (Akilov et al., 2007b; Kosaka et al.,
2007). Allerdings ist die Menge an PpIX, die von L. major Amastigoten in infizierten
J774A.2-Zellen nach Inkubation mit 1 mM ALA {iiber die Wirtszellen aufgenommen
werden kann, 500 Mal so gering wie die Menge an PpIX, die bendtigt wird, um einen
Leishmania Parasiten bei Bestrahlung mit 10 J/cm®  abzutéten. Die Menge an
aufgenommenem PpIX reicht demnach nicht aus, um eine phototoxische Wirkung zu
erzielen (Akilov et al., 2007a). Im Widerspruch dazu zeigte sich bei einer von der gleichen
Arbeitsgruppe durchgefiihrten in-vivo ALA-PDI von kutane-Leishmaniose-Lésionen am
Ohr von BALB/c Maiusen, die drei Wochen zuvor mit L. major infiziert worden waren,
folgendes: Nachdem die Lésionen 4 Stunden nach Applikation von einer 20%igen ALA-
Losung, mit 50 J/em® (635 nm Licht) bestrahlt wurden, kam es im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe und einer Gruppe, die nur mit ALA behandelt wurde, zu
einer signifikanten Abnahme der L. major Parasitenlast pro Ohr (Akilov et al., 2007b;
Kosaka et al., 2007).

Zusammengenommen konnte dies darauf hindeuten, dass die Parasiten durch die
Inaktivierung mit Protoporphyrin als PS nicht direkt abgetotet werden, sondern in-vivo als
Folge der PDI eine systemische Immunantwort entsteht, die mit einer Abnahme der
Makrophagen in der kutanen-Leishmaniose-Lésion einhergeht (siche Seite 116) (Akilov et
al., 2007a; Kosaka et al., 2007). Dagegen deutet eine hohe Effektivitidt sowohl in-vitro als
auch in-vivo, wie es beispielsweise von Akilov et al. fiir das Phenothiazin-Analogon
PPA904 gezeigt werden konnte, darauf hin, dass es sich um eine Kombination aus direkter
antiparasitdrer Wirkung und Stimulation der systemischen Immunantwort handelt (Akilov
et al., 2007a).

Da es in den in der vorliegenden Arbeit vorgestellten in-vitro Experimenten zu einer
Eliminierung der promastigoten und amastigoten Form von L. major kam, ist es

wahrscheinlich, dass die PS TMPyP, SAPyR und FLASH-07a ebenfalls einen direkten
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antiparasitidren Effekt haben. Allerdings konnte von Dr. Maximilian Schmid (Institut fiir
Immunologie, Universitit Regensburg; seit 01.06.2015: Klinik und Poliklinik fiir Innere
Medizin III, Universititsklinikum Regensburg) inzwischen gezeigt werden, dass der von
uns getestete PS SAPyR von den Wirtszellen der Leishmanien kaum aufgenommen wird,
was darauf hinweisen konnte, dass der direkte toxische Effekt von SAPyR auf die
intrazelluldren Parasiten gering ausgeprégt ist (personliche Kommunikation). Die weitere
Untersuchung des Wirkmechanismus der hier verwendeten PS ist also ein interessantes

Gebiet fiir nachfolgende in-vivo Experimente.

In Ergénzung zu den Experimenten zur anti-amastigoten Aktivitit wurde in dieser Arbeit
die anti-amastigote Wirkung der PDI mit der zytotoxischen Wirkung der PDI auf infizierte
Peritoneal-Exsudat-Makrophagen verglichen.

Der Effekt von Inkubation fiir I Minute mit 5 uM SAPyR und anschlieBender Bestrahlung
auf die Peritoneal-Exsudat-Zellen ist nicht direkt dargestellt, da ein Wirtszellphoto-
dynamik-Experiment fehlt. Allerdings konnte aus der Anderung des Verhiltnisses von
L. major pro pg DNA im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle geschlossen werden, dass
die PDI mit SAPyR (5uM) und Licht (12 J/cm®) auf die infizierten Peritoneal-Exsudat-
Makrophagen weniger toxisch wirkt als auf die in den Peritoneal-Exsudat-Makrophagen
liegenden Leishmanien.

Aufgrund der Ergebnisse der vorangehenden Experimente dieser Arbeit zur toxischen
Wirkung auf die nichtinfizierte J774A.1-Makrophagenzelllinie ist es aber wahrscheinlich,
dass die PDI ebenfalls eine zytotoxische Wirkung auf die infizierten Peritoneal-Exsudat-
Makrophagen hat. Akilov ef al. konnten allerdings zeigen, dass nichtinfizierte J774A.2-
Zellen fiir die PDI mit Phenothiazin-Analoga (EtNBSE und PPA904) und Bestrahlung mit
10 J/em® empfindlicher waren als die mit L. major infizierten Zellen (Akilov et al., 2007a).
Dutta et al. zeigten, dass infizierte J774A.1-Zellen gegen die PDI mit Aluminium-
Phthalozyanin-Chlorid zwar resistenter sind als die Parasiten, die Inaktivierung von
intrazelluldren L. amazonensis Amastigoten dennoch nicht moglich ist, ohne dabei die
Wirtszellen zu schddigen (Dutta et al., 2005).

Akilov et al. und Kosaka et al. zeigten sogar, dass die in-vitro PDI von L. major
Amastigoten in infizierten J774A.2-Zellen mit 1| mM ALA und Bestrahlung mit O -
50 J/em® (635 nm), zu einer Abtotung der Wirtszellen mit Freisetzung der lebenden
intrazelluldren Parasiten fiihrte, wohingegen die Anzahl der L. major Amastigoten nicht

abnahm (siehe Seite 119). Das deutet darauf hin, dass die Wirtszellen sensitiver fiir die
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PDI mit ALA sind und sterben, bevor es zu einer Eliminierung der Parasiten kommt
(Akilov et al., 2007b; Kosaka et al., 2007). Dazu passt auch das Ergebnis der in-vivo
Studie der selben Arbeitsgruppe, wo sich sieben Tage nach der ALA-PDI eine dramatische
Abnahme der Makrophagen in der kutanen-Leishmaniose-Lésion zeigte (siche Seite 116)
(Akilov et al., 2007b; Kosaka et al., 2007). Akilov et al. konnten au3erdem fiir die in-vitro
PDI von mit L. major infizierten J774A.2-Zellen mit zwei verschiedenen Phenothiazin-
Analoga (EtNBSE und PPA904) und Bestrahlung mit 10 J/cm® zeigen, dass die J774A.2-
Zellen entweder gleich sensibel (PPA904) oder sogar 1,6 Mal so sensibel (EtNBSE) wie
die intrazelluldren Parasiten waren (Akilov et al., 2007a).

Auch Hernandez et al. zeigten, dass die THP-1-Monozytenzelllinie durch die PDI mit
liposomalem und freiem Chloraluminium-Phthalozyanin in nanomolaren Dosen und
Bestrahlung mit 17 J/em” durch dhnlich hohe oder sogar niedrigere Dosen wie amastigote
Leishmanien abgetotet wird: Die halbmaximal effektive Konzentration betrug bei
L. panamensis 1,49 nM (liposomal) und 31,19 nM (frei) und bei L. chagasi 0,69 nM
(liposomal) und 14,24 nM (frei). Bei der THP-1-Monozytenzelllinie betrug die
halbmaximal effektive Konzentration 1,35 nM (liposomal) und 22,50 nM (frei). Eine
selektive Abtotung der intrazelluldren Parasiten war demnach nicht mdglich (Hernédndez et
al., 2012).

Dementsprechend sollte die Differenz der Vitalitdtsabnahme von L. major Amastigoten
und infizierten Peritoneal-Exsudat-Makrophagen nach der PDI mit TMPyP, SAPyR und
FLASH-07a als Fortsetzung zu den Experimenten zur anti-amastigoten Aktivitét, in einem
Wirtszellphotodynamik-Experiment untersucht werden, um zu kldren, ob es einen Bereich
gibt, indem die intrazelluldren Leishmanien abgetdtet werden, die infizierten Wirtszellen

aber noch vital sind (,,Therapeutisches Fenster®).

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass TMPyP, SAPyR und
FLASH-07a gegen L. major Promastigote und L. major Amastigote vergleichbar effektiv
sind wie die im Text erwédhnten, in anderen in-vitro Studien getesteten PS.

In den wenigen bereits durchgeflihrten Tierstudien zur Behandlung der kutanen
Leishmaniose mit PDI konnte zudem bereits gezeigt werden, dass es auch hier zu einer
Reduktion der Parasitenzahl kommt. Dabei wurden mit L. major infizierte BALB/c Miuse
mit einer 20%igen ALA-Losung behandelt und anschlieBend mit 50 J/em® (635 nm Licht)
bestrahlt (siche Seite 119) (Akilov et al., 2007b; Kosaka et al., 2007). Akilov et al.

behandelten mit L. major infizierte BALB/c Maduse auch erfolgreich mit dem
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Phenothiazin-Analogon PPA904 (10,7 x10 ° M) und Bestrahlung mit 50 J/cm® (Akilov et
al., 2007a). Taylor et al. verwendeten Dimethyl-Carbaporphyrin-Ketal zur Behandlung von
mit L. amazonensis infizierten Hamstern (Mesocricetus auratus) (siehe Seite 117) (Taylor
etal., 2011).

Daher wurde ankniipfend an die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche von
Dr. Maximilian Schmid (Institut fiir Immunologie, Universitit Regensburg; seit
01.06.2015: Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin III, Universititsklinikum
Regensburg) untersucht, ob auch der neue PS SAPyR in-vivo als mdgliche Therapieform
angewendet werden kann. Zunichst wurden hierfir BALB/c Miuse mit 3 x 10° L. major
infiziert, die in einer 10 uM SAPYR-L6sung injiziert wurden. Dabei zeigte sich, dass die
Tiere mit einer PDI-Behandlung keine Leishmaniose entwickelten, was darauf hindeutet,
dass die Belichtung im Gewebe erfolgreich ist. Um nun eine therapeutische Anwendung
nachzuahmen, wurden im nichsten Schritt BALB/c Miuse mit 3 x 10° L. major infiziert.
Nach 7 und 14 Tagen wurde eine 100 uM SAPYR-Losung direkt in die Lésion gespritzt
und anschlieBend belichtet. Dabei zeigte sich eine geringe Abnahme der FuBdicke, was nur
einer geringen Verbesserung des Krankheitsverlaufs im Vergleich zur Kontrollgruppe
entspricht (personliche Kommunikation).

Da sich dennoch ein positives Fazit tiber das Projekt ziehen ldsst, ist die weitere Kldrung
des genauen Wirkmechanismus der verwendeten PS in-vivo wichtig. Zudem ist die Frage,
ob eine potentiell lokal toxische Wirkung auf die Immunzellen, eine relevante Schidigung
des menschlichen Organismus zur Folge hat, von zentraler Bedeutung, um abschlieBend
die Frage zu kldren, ob die hier verwendeten PS sicher beim Menschen angewendet
werden konnen. Ferner sollten die photodynamischen Parameter optimiert werden, um
unerwiinschte Nebenwirkungen auf nichtinfizierte Zellen und Gewebe zu minimieren und
gleichzeitig die Effektivitit zu erhdhen. Da die Effektivitdt auch von der Aufnahme des PS
durch die Parasiten abhingig ist, sollte sowohl eine detaillierte Aufkldrung des Aufnahme-
und Adhédsionsmechanismus der PS erfolgen als auch eine geeignete Applikationsform
entworfen werden, mit der die PS gut in die kutanen Lasionen eingebracht werden kdnnen,
damit die Farbstoffkonzentrationen im Gewebe ausreichend hoch sind, um eine

photodynamische Reaktion hervorzurufen.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die photodynamische Effektivitdt der PS TMPyP, SAPyR und
FLASH-07a bei der Inaktivierung von L. major Promastigoten und L. major Amastigoten
in-vitro getestet und miteinander verglichen. Um die Effektivitdt der einzelnen PS
miteinander vergleichen zu konnen, wurden die Farbstoffe bei gleicher Anzahl an
absorbierten Photonen, entsprechend gleicher Anzahl an angeregten Farbstoffmolekiilen,
miteinander verglichen.

Zusitzlich wurde die Zytotoxizitidt der PDI auf die Wirtszellen der Leishmanien in-vitro
evaluiert und mit der photodynamischen Wirkung der PS gegeniiber dem Parasiten
L. major verglichen. Dabei wurde zundchst die immortalisierte J774A.1-Makrophagen-
zelllinie und in nachfolgenden Experimenten Peritoneal-Exsudat-Makrophagen, die aus
C57BL/6 Méusen isoliert wurden, untersucht.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die drei verwendeten Farbstoffe in
Kombination mit sichtbarem Licht zu einer effizienten Inaktivierung von L. major
Promastigoten fiihren. Dabei nahm die Effektivitit der Inaktivierung in folgender
Reihenfolge zu: FLASH-07a < TMPyP < SAPyR. Die PDI der intrazelluldr, amastigoten
Form von L. major mit SAPyR war ebenfalls effektiv.

Gleichzeitig hatte die Photosensibilisierung aber auch auf Wirtszellen, wie die untersuchte
J774A.1-Makrophagenzelllinie oder Peritoneal-Exsudat-Makrophagen, eine toxische
Wirkung. In diesem Zusammenhang wurde im Anschluss an die in dieser Arbeit
vorgestellten in-vitro Experimente von Dr. Maximilian Schmid (Institut fiir Immunologie,
Universitidt Regensburg; seit 01.06.2015: Klinik und Poliklinik fiir Innere Medizin III,
Universititsklinikum Regensburg) untersucht, ob der PS SAPyR von eukaryotischen
Zelllinien (J774, HEK293, RAW 264.7, A431) aufgenommen wird. Dabei konnte mittels
Fluoreszenzmessung kein direkter Nachweis von SAPYR in Zellen erbracht werden. Um
nicht nur Zelllinien auf die Empfindlichkeit gegeniiber der PDI zu untersuchen, wurden
von Dr. Maximilian Schmid, Teresa Meyer, Felix Griinberger, Kristina Stricker und Julius
Diirck (Institut fiir Immunologie, Universitit Regensburg) anschlieBend Primédrzellen aus
der Mausmilz durchflusszytometrisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Wirtszellen
der Leishmanien (myeloide Zellen) auf eine PDI mit SAPyR empfindlicher reagieren als

Lymphozyten (personliche Kommunikation).
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Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die von unserer Arbeitsgruppe im Folgenden
durchgefiihrten Experimente sollten dazu anregen, noch weitere Experimente zur PDI von
Leishmanien mit den PS TMPyP, SAPyR und FLASH-07a zu machen. Dabei sollte weiter
untersucht werden, ob die PDI eine schédliche Wirkung auf den menschlichen Organismus
hat und ob die PDI optimiert werden kann, um unerwiinschte Nebenwirkungen auf
nichtinfizierte Zellen und Gewebe zu minimieren und gleichzeitig die Effektivitit zu
steigern.

Es sollten unbedingt auch andere neue phototoxische Substanzen getestet werden, um die
PDI als vielversprechenden neuen Ansatz in der Therapie der kutanen Leishmaniose weiter
zu etablieren.

Vorausgesetzt, dass die PS als sicher fiir die Anwendung beim Menschen angesehen
werden, wire ein langfristiges Ziel, die neuen PS in einer kontrollierten klinischen Studie

bei mit Leishmania infizierten Patienten zu testen.
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Anhang

Anhang

Im Zusammenhang mit dieser Arbeit ist erschienen:

= Posterprisentation ,, Photodynamic inactivation of Leishmania major parasites by
SAPYR® beim zehnten internationalen Symposium {iiber Photodynamische
Therapie und Photodiagnostik in der klinischen Praxis, 14. - 18. Oktober 2014 in

Brixen, Italien.
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