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1 Kapitel

Einleitung

1.1 Die Harnblase — das Harnblasenkarzinom

Die Harnblase (vesica urinaria) ist ein urinspeicherndes Hohlorgan und zahlt zu den

ableitenden Harnwegen (Abbildung 1).

_ Plica ureterica
Ostium ureteris
Trigonum vesicae

Uvula vesicae

Prostata
Colliculus seminalis
Miindung d. Ductus ejaculatoris

Miindung d. Utriculus prostaticus

Crista urethralis

Abbildung 1: Schema einer ménnlichen Harnblase.'”
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Sie sammelt den Endharn aus den Harnleitern (Ureteren) und fiihrt ihn iiber die
Harnrohre (Urethra) ab. Die Entleerung der Harnblase wird gesteuert iiber Rezepto-
ren in der dehnbaren Blasenwand, die den jeweiligen Fiillungszustand registrieren,

und mit Hilfe zweier Muskeln am Blasenausgang.”!

Weltweit erkranken jedes Jahr etwa 200.000 Menschen neu an Harnblasenkrebs™
(jahrlich 15.000 neue Fille in Deutschland). Bezogen auf alle Tumorneuerkrankun-
gen in Deutschland liegt das Harnblasenkarzinom bei den Ménnern an 5. (6,2 %)
und bei den Frauen an 11. Stelle (2,7 %)."! In der Mehrzahl der Harnblasentumore
(90 %) handelt es sich um ein Karzinom, das aus dem Ubergangsepithel der ablei-
tenden Harnwege, dem Urothel, hervorgeht. Bei 70 % der Patienten wird initial ein
oberfliachlich wachsender Tumor diagnostiziert und bei 30 % ein bis in die Muskel-
schicht vorgewachsenes Urothelkarzinom, das bereits bei der Erstdiagnose zu einem
hohen Prozentsatz metastasiert ist.”] Neben zunchmendem Alter sind fiir die
Urothelkarzinogenese berufliche und auBerberufliche Umwelteinfliisse sowie be-
stimmte Lebensgewohnheiten bedeutend. Als Hauptursache fiir die Entstehung eines
Harnblasenkrebses gilt heute das Rauchen. Die kausale Rolle des Zigarettenrauchens
fiir die Entstehung von Blasenkrebs ist in einer Vielzahl epidemiologischer Studien

nachgewiesen und gesichert.!®

Die Therapiemallnahmen des Harnblasenkarzinoms orientieren sich in erster Linie
am Tumorstadium. Jeder Tumor wird zunédchst transurethral reseziert,[*] um
Informationen tliber die Histologie, das Grading und die lokale Infiltrationstiefe
(T-Stadium) zu erhalten. Danach schlieBen sich abhédngig vom Tumorstadium
verschiedene Therapieansitze an. Bei fortgeschrittenem und metastasiertem Urothel-
karzinom werden Kombinationschemotherapien basierend auf Cisplatin oder
Methotrexat verwendet. Als Einzelsubstanzen erreichen Cisplatin und Methotrexat
Remissionsraten von ca. 25-35 % mit einem Anteil kompletter Remissionen von

jeweils ca. 5 %.!) Standardtherapie ist heute die Polychemotherapie mit M-VAC

" Transurethrale Resektion: Abtragung von Gewebe mittels einer durch die Harnréhre ein-
gefiihrten elektrischen Schlinge unter optischer Kontrolle.
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(Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin) bei metastasiertem Harnbla-
senkarzinom.™ Mit dieser Kombination werden Remissionsraten zwischen 40 und
72 %! und eine mediane Uberlebenszeit von 12-13 Monaten erreicht.'” Die Poly-
chemotherapie mit M-VAC ist mit einer relativ hohen Toxizitdt verbunden, die sich
in Form von Blutbildverdnderungen, Nephrotoxizitit, gastrointestinalen Stérungen
(Ubelkeit und Erbrechen) und Alopezie (Haarausfall) duBern kann.'" Bei multi-
fokalen, rezidivierenden, oberflichlichen Harnblasenkarzinomen steht neben der
intravesikalen Behandlung mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG)"'* und alternativ

zur sofortigen Zystektomie die photodynamische Therapie zur Verfiigung.

Im Folgenden werden in groben Ziigen wesentliche Aspekte zur Chemotherapie mit
Cisplatin und zur photodynamischen Therapie, die eine zentrale Rolle in der vorge-

legten Arbeit spielen, dargestellt.
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1.2 Platinverbindungen als Zytostatika

1.2.1 Entdeckungsgeschichte der zytostatischen Wirkung

cis-Diammin(dichloro)platin(II) (Cisplatin), eines aufgrund der d*-Konfiguration des
Metalls quadratisch-planaren Komplexes, ist heute eines der erfolgreichsten Anti-
tumormittel. Der Platinkomplex, erstmals um 1845 beschrieben!! und Objekt zahl-
reicher Untersuchungen auf dem Gebiet der anorganischen Stereo- und Reaktions-
chemie, wurde in den sechziger Jahren durch Zufall von B. Rosenberg als Zytostati-

kum entdeckt.['*!

Er untersuchte den Einfluss schwachen

Cl
HN.. Cl HN., | .l Wechselstroms auf das Wachstum von
H3N/Pt\Cl H3N/I|)t\Cl Escherichia coli-Bakterien und verwen-
Cl dete dazu scheinbar inerte Platinelektro-

den. Das Ergebnis war eine Hemmung
Abbildung 2: Cisplatin und cis-Diammin-

(tetrachloro)platin(1V).

der Zellteilung ohne gleichzeitige Inhi-
bition des Bakterienwachstums, was zur
Bildung langer, fadenformiger Zellen
filhrte. Im Laufe der Untersuchungen stellte sich heraus, dass nicht der elektrische
Strom selbst, sondern die in Spuren durch Oxidation der Platinelektroden gebildeten
cis-konfigurierten ~Chlorokomplexe wie Cisplatin oder cis-Diammin(tetra-
chloro)platin(IV) (Abbildung 2) fiir diesen biologischen Effekt verantwortlich
waren.!”! Das filamentose Wachstum der Bakterien korreliert mit der Antitumor-

aktivitit der betreffenden Substanzen, d. h. mit der Hemmung der Zellteilung.!'®!

1.2.2  Klinischer Einsatz von Cisplatin

Das seit 1978 zugelassene Cisplatin wird als Einzelpréparat oder in Verbindung mit
anderen synergistisch wirkenden Zytostatika'' 7! gegen Hoden-, Ovarial-, Blasen- und

Lungenkarzinome sowie gegen Tumore im Hals-Kopf-Bereich eingesetzt.!'® ']
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Ausgezeichnete Ergebnisse werden vor allem bei der Behandlung von Hodentumo-

ren erzielt; die Heilungschancen liegen hier bei tiber 90 %.1*"*

1.2.3  Wirkmechanismus von Cisplatin

Cisplatin wird durch intravendse Injektion in Form einer wissrigen, salzhaltigen
Losung verabreicht. Eine orale Verabreichung ist wegen Hydrolyse in der sauren
Magenfliissigkeit nicht moglich. 30-70 % der Platinverbindung binden an Plas-
maproteine oder werden durch die Niere ausgeschieden. Der Rest wird unverdndert
durch das Blut transportiert und auf verschiedene Gewebe verteilt. Die hohe Chlo-
rid-Ionenkonzentration von ungefahr 100 mM verhindert Hydrolysereaktionen von

Cisplatin im Blut.!**!

Abbildung 3: Wirkmechanismen von Cisplatin in einer Zelle.l*"
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Nach passiver Diffusion'®’ oder, wie auch diskutiert, nach aktiver Aufnahme®® des
noch intakten Cisplatins durch die Glycocalix verschiedener Zelltypen wird es im
Inneren von Zellen rasch hydrolysiert, was auf die deutlich niedrigere Chlorid-
Ionenkonzentration von ungefdhr 3-20 mM im intrazelluldrem Bereich zuriickzufiih-
ren ist (Abbildung 3)."**! Innerhalb der Zellen liegen etwa 40 % des Cisplatins als
cis-[Pt(NH;),CI(H,0)]" vor.*”! Dieses Hydrolyseprodukt, das unter anderem Be-
standteil eines komplexen Hydrolysegleichgewichts von Cisplatin ist,* ist kinetisch
labil, da H,O gegeniiber Platin(Il) eine bessere Abgangsgruppe ist als CI". Es wird
daher angenommen, dass dieser kationische Komplex eine besonders aktive Form
des Zytostatikums darstellt. Er kann nun in der Zelle mittels Ligandensubstitution

mit Makromolekiilen wie der DNA, RNA oder Proteinen reagieren.

1.2.4 Reaktionen mit DNA

Die wachstumshemmenden Eigenschaften von Cisplatin werden auf die Platinierung
genomischer DNA zuriickgefiihrt. Bei der Reaktion von Platinkomplexen mit der

DNA konnen unterschiedliche Arten von Pt-DNA -

Addukten, bi- und monofunktioneller Art, gebildet

15112 Cl—‘ N werden.”””) Da Komplexe mit nur einem labilen

\pt Liganden wie etwa Diethylentriaminplatin(II)-

HN/ \NHZ chlorid, Pt(dien)Cl" (Abbildung 4), therapeutisch
inaktiv sind, spielt monofunktionell koordiniertes

Platin vermutlich nur die Rolle einer Zwischen-

Abbildung 4: Pt(dien)CI". stufe.®?” Chelatkomplexbildung durch Stickstoff-

und Sauerstoff-Koordination an einer Base,
Verkniipfung zweier Nukleobasen eines DNA-Strangs (intrastrand cross-linking)
(Abbildung 5), Quervernetzung zweier verschiedener DNA-Stringe (interstrand
cross-linking) (Abbildung 5) und Verkniipfung der DNA mit einem Protein sind
mogliche Alternativen.®"’ Experimente haben gezeigt, dass die Chelatkomplexbil-

dung an O6-N7 einer Guanin-Base zwar prinzipiell moglich, aber innerhalb der
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DNA-Doppelhelix nicht giinstig ist. Auch ,,interstrand cross-linking* und Protein-
DNA-Verkniipfungen tragen offenbar nur in geringem Malle zur gesamten Platin-
DNA-Adduktbildung bei. Fiir Pt(NH;),”" entfillt der Hauptteil auf Bindungen zwi-
schen dem Platinzentrum und zwei benachbarten, jeweils N7-koordinierten Guano-
sin-Nukleotiden auf demselben DNA-Strang (1,2-intrastrand d(GpG) cross-linking,
50-65 %; d: desoxy; p: phosphat); die zweithdufigste Bindung erfolgt durch 1,2-
intrastrand d(ApG)-Verkniipfung (jeweils iiber N7; 25 %).°% ]

Intrastrand Crosslinks

[ ] L]
|
o --- G
C--- G\ /NH3 T A\ /NHS c ‘ /NH3
Pt\ ’ /Pt\ N---N Pt
5 3 50-65 % 3 a5y 5 3 510%

Interstrand Crosslink

5 3 <1%

Abbildung 5: Mégliche Intrastrand oder Interstrand Crosslinks. G bedeutet Guanin, C Cy-
tosin, A Adenin und T Thymin,; N steht fiir ein beliebiges Nukleotid.

Die Bindung des Platinkomplexfragments an die DNA fiihrt zu entscheidenden

Struktur- und Eigenschaftsdnderungen. Wie Abbildung 6, eine dreidimensionale
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Struktur eines 1,2-intrastrand d(GpG) Crosslinks, die mittels NMR-Spektroskopie
und Molecular Modelling erhalten wurde, zeigt, ist die Helix im Vergleich zu einer
normalen B-DNA mit einem Winkel von ca. 45° geknickt und es bildet sich eine
Wasserstoftbriicke vom Amminproton des Cisplatins zum 5’-Desoxyguanosyl-

phosphatsauerstoft aus.

Abbildung 6: d(GpG) Cisplatin-DNA Intrastrand Crosslink. Gelb gestrichelt ist die Was-

serstoffbriicke zwischen Phosphatsauerstoff und einem Amminproton.>*
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Damit liegt das Platinatom aufgrund des kleinen Winkels zwischen den beiden Gua-

ninbasen um 1 A auBerhalb der Guaninebene. Zusitzlich bewirkt die Abwinkelung

am Knickpunkt eine Konformationsinderung der B-DNA- zur A-DNA-Form hin.””

Nach wie vor ist noch nicht im Detail geklirt, wie Pt-DNA-Addukte den Zelltod
auslosen. So ist bekannt, dass Cisplatin bei manchen Zellen Apoptose (program-

mierter Zelltod) herbeifithren kann.**>%) AuBerdem lisst die spezifische Bindung

“}37 und der struktur-

“)[38]

eines chromosomalen Proteins HMG-1 (,,high mobility group
spezifischen Erkennungsproteine SSRP (,,structure specific recognition proteins
an cis-Pt(NH;),”-gestorte DNA auf Beeintrichtigung des genetischen Informati-
onstransfers hinsichtlich Hemmung der Transkription essentieller Gene oder fehler-
hafter Erkennung und ausbleibender Reparatur schlieBen.””**"*" Die Proteine
bilden eine Art Schutzschild iiber der Platin-DNA-Bindungsstelle, sodass diese von
den korpereigenen Reparaturmechanismen flir defekte DNA-Stellen nicht erkannt

werden.

1.2.5 Pharmakologie und Toxikologie von Cisplatin

Eine Cisplatin-Tumorbehandlung bedeutet eine intravendse Verabreichung von
50-120 mg/m* Wirkstoff alle 3-4 Wochen.”* **! Eine hohere Dosis im Rahmen einer
Cisplatin-Therapie in der klinischen Anwendung ist aufgrund einer Reihe gravieren-
der Nebenwirkungen nicht méglich. So fiihrt Cisplatin zu Beeintrichtigungen des
Gastrointestinalbereichs (Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen), Nephrotoxizitit
(nierenschiddigende Wirkung), Ototoxizitit (Gehorschiddigung), Myelotoxizitit
(knochenmarkschddigende Wirkung) und peripheren Neuropathien (Schidigung
peripherer sensibler Nerven) sowie psychischen Belastungen.* Dosislimitierend ist
vor allem die starke Nephrotoxizitit, die durch gleichzeitige Infusion einer physio-
logischen Kochsalzlosung und Mannitol-induzierte Diurese verringert werden kann,
weil dadurch die renale Ausscheidung von Platinverbindungen beschleunigt wird.?”
Ubelkeit und Erbrechen, die oft Patienten veranlassten eine weitere Behandlung mit

Cisplatin abzulehnen, bekommt man jetzt durch Gabe von Dopamin-Antagonisten
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oder 5-Hydroxytryptamin-Antagonisten besser in den Griff.*" Trotz dieser Fort-
schritte verhindern die weiterhin auftretende Neuropathie und Ototoxizitdt eine

hohere Dosierung von Cisplatin und dadurch einen besseren Behandlungserfolg.

Problematisch beim klinischen Einsatz von Platinverbindungen ist auch die auftre-

tende Resistenzentwicklung bei lingerer Therapie.!*”!

Neben der intensiven Erforschung des Wirkmechanismus von Cisplatin werden gro-
Be Anstrengungen unternommen, um Cisplatin-Analoga mit verbesserten Antitu-
moreigenschaften zu entwickeln, da der klinische Einsatz von Cisplatin durch er-
hebliche Toxizitidten begrenzt ist. Hervorzuheben hierbei sind die beiden Platinver-
bindungen Carboplatin? und Oxaliplatin,!”? die sich bereits in klinischer Anwen-

[46, 47, 48, 49]

dung bei Ovarial-, Bronchial-, Zervix-, Kopf- und Halstumoren sowie bel

Kolonkarzinomen™® befinden.

Gegenstand der aktuellen Forschung ist die Entwicklung verbesserter Pt-Zytostatika,
die sich vor allem durch eine Erhohung der Selektivitit gegeniiber dem Tumorge-
webe auszeichnen. Versuche die Selektivitit zu steigern, fithrten z. B. zur Synthese
von Pt-Komplexen mit gewebespezifischen Carrier-Liganden, die eine hdhere Drug-
Konzentration oder eine langsamere Freisetzung im oder um das Tumorgewebe be-
wirken sollten oder zur Verwendung von Prodrugs. Uber entscheidende Fortschritte
konnte bis dato noch nicht berichtet werden. Weiterhin versucht man, Pt-Komplexe
mit einem breiteren Wirkungsspektrum, anderen Applikationsmoglichkeiten, z. B.
oral, und mit Aktivitidt gegen Cisplatin-resistente Tumoren zu entwickeln. Die Re-
sistenzentwicklung von bestimmten Tumoren, spontan oder nach Cisplatin-
Behandlung erlangt, stellt eine grofle Limitierung dar und gilt daher als besonderer

Schwerpunkt bei der Suche nach neuen Pt-Verbindungen.

" cis-Diammin(1,1 -cyclobutandicarboxylato)platin(I).
" (trans-R,R-1,2-Diaminocyclohexan)oxalatoplatin(II).



Einleitung 11

1.3 Photodynamische Tumortherapie (PDT)

1.3.1 Historische Entwicklung

Schon im Altertum haben Menschen in Agypten, China und Indien versucht, durch
Photosensibilisierung mit Pflanzenextrakten Hautkrankheiten wie Schuppenflechte,

Vitiligo (eine Pigmentstorung der Haut) und Hautkrebs zu heilen.

Erstmals untersucht wurde der photodynamische Effekt vor circa 100 Jahren, 1900,
durch Oscar Raab im Rahmen seiner Dissertation bei Prof. Dr. H. von Tappeiner am
Pharmakologischen Institut der Ludwig-Maximilian-Universitéit in Miinchen mit der
Thematik ,,Ueber die Wirkung fluorescierender Stoffe auf Infusorien.®" Der Aus-
druck ,,photodynamisch® wurde jedoch erst 1904 geprigt, um die beobachteten
sauerstoffabhdngigen Sensibilisierungsprozesse von anderen photochemisch indu-
zierten Vorgingen abzugrenzen.’? Die ersten therapeutischen Versuche mit Eosin
als topisch appliziertem Photosensibilisator wurden bereits 1903 bei Patienten mit

Hauttumoren im Gesicht durchgefiihrt.l>”!

Als 1942 berichtet wurde, dass Ha-
OH matoporphyrin (Abbildung 7) sich
OH nach intravendser Injektion selektiv
in humanen Tumoren anreichert,
konzentrierte sich das Interesse auf
porphyrinartige Photosensibilisato-
ren.” Eine Verbesserung dieser
tumorlokalisierenden  Eigenschaf-
ten wurde von Lipson 1961 mit der

Entwicklung des Héamatoporphy-
HO,C CO.H rin-Derivats (HpD) durch Behand-

lung von Hamatoporphyrin mit ei-

Abbildung 7: Himatoporphyrin. ner Mischung aus Eisessig und
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Schwefelsdure erzielt.”” Dougherty et al. fiihrten schlieSlich ab 1975 die ersten
systematischen Studien fiir den klinischen Einsatz der PDT mit Hamatoporphyrin-
Derivat durch.’® Dieses HpD ist ein Vorldufer des auch heute noch in der klini-

schen Praxis verwendeten Photofrin oder Photosan-3.1°”

1.3.2  Prinzip der photodynamischen Therapie

Der Ablauf der PDT ist durch die Interaktion von Licht, einem photosensibilisieren-
den Agens — dem Photosensibilisator (PS) — und Sauerstoff gepragt. Das gleichzeiti-
ge Zusammentreffen dieser dre1 Komponenten ist Voraussetzung fiir eine photody-
namische Reaktion. Was die PDT fiir den Einsatz in der Krebstherapie iiberhaupt
erst sinnvoll macht, ist die unterschiedliche Anreicherung von Photosensibilisatoren
in gesundem und krankem Gewebe. Die so erhaltene Sensibilisierungsverteilung
bewirkt bei nachfolgender Bestrahlung mit Licht eine bevorzugte Schidigung des
Tumors. Zugrunde liegt ein photochemisch induzierter Prozess, der durch die Anre-

gung des Sensibilisatormolekiils ausgelost wird (Abbildung 8).

0,
Reaktionen Typ I A—» Oy
Radikalreaktionen Superoxid
Energie
A
Reaktionen Typ II
. A Oxidationen
S1 ('PS”) frmllm ISC Cycloadditionen
~~~~~~~~~~~~ - - EN-Reaktionen
~ T, CPS)
2
g &
= N
3 5 == 5, ('0)
= 3
< S
=
=
- 3
\/ = To('0y)

Abbildung 8: Anregung eines Photosensibilisators (PS) und Folgereaktionen.>”
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Im Detail:

e Durch Absorption von Photonen geht der Photosensibilisator vom Grundzustand
S, in den angeregten Singulett-Zustand ('PS”) iiber und anschliefend via Inter-
system Crossing (ISC) in den angeregten Triplett-Zustand (*PS") (Abbildung 9,
Gleichung 1).

e Die nachfolgenden Reaktionen aus dem angeregten Triplett-Zustand (*PS’) un-
terteilt man in Typ I- und Typ II-Reaktionen. Typ I-Reaktionen sind Radikalre-
aktionen oder Elektronentransferreaktionen wie reduktives Quenching mit Bio-
molekiilen (Abbildung 9, Gleichung 2) oder oxidatives Quenching mit Sauerstoff
(Abbildung 9, Gleichung 3). Vorherrschend sind allerdings Typ II-Reaktionen,
die mit einem spinerlaubten Triplett-Triplett-Energietransfer vom °PS’ auf Sauer-
stoff beginnen, der sich im Triplett-Grundzustand (*0,) befindet. Diese Reaktion
filhrt zur Bildung von Sauerstoff im angeregten Singulett-Zustand ('O,) (Abbil-
dung 9, Gleichung 4).>”

e Singulett-Sauerstoff geht leicht [2+2]-, [4+2]-Cycloadditionen und EN-

59,601 A uf molekularer

Reaktionen ein und wirkt somit als zytotoxisches Agens.
Ebene sind in biologischen Systemen Aminosduren, Lipide und Nukleinsduren
die Ziele photosensibilisierter Reaktionen. Methionin, Histidin, Tryptophan, Ty-
rosin und Cystein sind die Aminosduren, die in freier Form oder in Peptiden stark
geschidigt werden. Wenn die Aminosduren im aktiven Zentrum eines Enzyms
lokalisiert sind, kdnnen Konformationsdnderungen und Enzyminaktivierung die
Folge sein. Von den Nukleinsduren ist nur Guanin empfindlich fiir die Photosen-
sibilisierung.!®’! Im DNA-Molekiil fiihrt dies zu Punktmutationen, zu Strangbrii-
chen und zu Deletionen./”! Eine weitere wichtige Reaktion ist die Photooxidation
von ungesittigten Fettsduren, die z. B. in Membransystemen und im Cholesterin
vorkommen. Diese Effekte filhren zu Verdnderungen der Membranpermeabili-

tit.[!



Einleitung 14

ISC
e

*

PS+hv ——'PS’ °PS (1)
PS” + RSH oder RNH, ——> PS™ + (RSH), oder (RNH,)x )

*PS"+ 0, —> PS™ + 0, = Folgereaktionen 3)

*PS” +°0, — PS + '0, = Folgereaktionen “4)

Abbildung 9: Mechanismus der photodynamischen Therapie.

Grundsitzlich hat die PDT auf eine Vielzahl von Zellkomponenten eine schidigende
Wirkung.®! So wurden unter anderem Verénderungen an Mitochondrien,!> ! Ly-

(%) und der

sosomen,'®”! des Golgi-Apparats,'® der Plasma- und ER-Membranen
DNA"® 7 festgestellt. Welche Zellbestandteile auf die PDT ansprechen, ist von der
Art des verwendeten Farbstoffs abhingig. Da verschiedene Photosensibilisatoren
sich unterschiedlich in den Zellen lokalisieren und Singulett-Sauerstoff wéhrend
seiner Lebensdauer weniger als 0,1 um diffundieren kann, werden dementsprechend

auch jeweils andere Zellbestandteile geschidigt.[*

1.3.3 Anforderungen an einen Sensibilisator fiir die PDT

Viele der gegenwirtigen Einschrankungen in der Anwendung der PDT sind auf eine
Unzulédnglichkeit der verwendeten Photosensibilisatoren zuriickzufiihren. Die Pho-
tosensibilisatoren HpD, Photofrin und Photosan-3 sind chemisch nicht definiert, ha-
ben eine geringe Tumorselektivitét, eine geringe Absorption im roten Spektralbe-

reich und eine lange Verweildauer im Korper.

Ein idealer Photosensibilisator sollte demnach folgenden Anforderungen entspre-

chen:"!!

e Chemisch genau definierte Substanz.
e Keine toxische Wirkung ohne Bestrahlung mit Licht.

e Selektive Anreicherung im erkrankten Gewebe.
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e Moglichst topische Applikation oder bei systemischer Applikation kurze Ver-
weildauer im Korper.
o Starke Absorption im roten Wellenldngenbereich des Spektrums.

e Hohe Ausbeute an reaktiven Sauerstoffspezies, insbesondere Singulett-Sauerstoff.
Im Folgenden werden die einzelnen Punkte nédher erldutert:

Photosensibilisatoren, wie HpD oder Photofrin, setzen sich aus einer Vielzahl von
Komponenten zusammen mit unterschiedlichen photosensibilisierenden und fluo-

reszierenden Eigenschaften.!””!

Photosensibilisatoren sollten keine toxische Wirkung auf den Organismus haben,
solange nicht durch Licht angeregt wird; sprich, sie sollten eine geringe Dunkeltoxi-
zitdt aufweisen. Dies ist eine Grundvoraussetzung, um in der PDT gezielte Schadi-
gungen durch lokale Bestrahlung mit Licht auslésen zu konnen.'”! Die meisten
Photosensibilisatoren erfiillen diese Eigenschaft sehr gut. Weit schwieriger ist es,

Photosensibilisatoren zu finden, die sich selektiv anreichern.

Die selektive Anreicherung im Tumorgewebe erlaubt durch groBflichige Bestrah-
lung mehrere multifokal wachsende Tumore gleichzeitig zu behandeln, ohne das
dazwischenliegende gesunde Gewebe negativ zu beeinflussen. Diese Eigenschaft
macht die PDT zu einer rdumlich gezielt einsetzbaren Behandlungsmethode. So sind
erste Erfolge, neben der Behandlung von Blasenkarzinomen, auch von malignen
Neubildungen der Haut, von Lungen- und gynikologischen Tumoren sowie Au-
gentumoren zu verzeichnen.”” Die Verteilungsraten zwischen Tumorgewebe und
normalem Gewebe liegen bei 2:1 bis 10:1, wobei sich diese Bandbreite sowohl
durch die Anwendung verschiedener Photosensibilisatoren als auch durch verschie-
dene Tumorsysteme ergibt.!®’** 7] Bei Kolonkarzinomen, die durch Dimethyl-
hydrazin in Mausen induziert wurden, konnte eine deutliche Anreicherung von HpD
und eines Phthalocyanin-Derivats (etwa sechsmal hohere Konzentration) im Ver-

[76

gleich zum umgebenden Gewebe beobachtet werden.”® Eine Moglichkeit zur Ver-
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starkung dieser Selektivitit bietet die gezielte Injektion und Bestrahlung nach drei-

dimensionaler Erfassung des Tumors.

Eine umfassende Erkldrung dieser Anreicherung ist bisher noch nicht gefunden
worden. Wichtige Parameter scheinen dabei die Hydrophobie und die Fett/Wasser-
Loslichkeit der Substanz zu sein.’”! Die Tumorselektivitit anionischer, porphyrin-
verwandter Sensibilisatoren, wie z. B. Photofrin oder Phthalocyanine, diirfte durch
spezielle Eigenschaften des Tumorgewebes beeinflusst werden. Eine Retention von
proteingebundenen Porphyrinen in den interzelluliren Rdumen des Tumors wird
durch eine hohe vaskuldre Durchldssigkeit und durch eine mangelnde lymphatische
Entsorgung bewirkt. Die groBen Zwischenrdume, der geringe pH-Wert (pH-Theorie
der Akkumulation'”® ™), die Anwesenheit vieler Makrophagen, eine hohe Dichte an
Lipoprotein-Rezeptoren (LDL-Theorie der Akkumulation®®® *"*¥) und eine relativ
grole Menge an neu synthetisiertem Kollagen in Tumoren diirften ebenso von

Bedeutung sein.*!

Nach der Bestrahlung bzw. Durchfiihrung der Therapie sollte der Photosensibilisator
schnell wieder aus dem Korper des Patienten ausgeschieden werden, damit keine
langer anhaltende, unkontrollierte Lichtempfindlichkeit auftreten kann. Haut-
verbrennungen, die auf einen sehr langsamen Riickgang der Photosensibilisatorkon-
zentration in der Haut hinweisen, sind die hiufigsten Komplikationen in der PDT.
Patienten mit intravends verabreichtem HpD mussten fiir wenigstens zwei Wochen
jegliches Sonnenlicht meiden. Ein geringer Teil der Patienten wies bis zu drei Mo-

nate lang eine klinisch signifikante Konzentration von HpD in der Haut auf.®¥

Die Stidrke, mit der eine photosensibilisierende Reaktion an einem Ort im Gewebe
ausgelost werden kann, ist von der Konzentration und den Eigenschaften des Sensi-
bilisators sowie der effektiven Lichtdosis an diesem Punkt abhdngig. Um eine pho-
tochemische Reaktion herbeifiihren zu konnen, muss das Licht, das zur Bestrahlung
verwendet wird, einerseits den Photosensibilisator erreichen und andererseits von

ithm auch absorbiert werden. Die Lichtausbreitung im biologischen Gewebe wird



Einleitung 17

von der Absorption durch Pigmente und durch Streuung an Gewebebestandteilen
bestimmt. Der Bereich grofiter Eindringtiefe, das sogenannte therapeutische Fens-
ter, liegt zwischen den Infrarot-Absorptionsbanden des Wassers (beginnend bei
925 nm) und der Absorption von Himoglobin im griinblauen Bereich des sichtbaren
Spektrums.™ Innerhalb des therapeutischen Fensters wird die Eindringtiefe des
Lichts fast ausschlieBlich durch Streuung bestimmt. Der Streukoeffizient in Gewebe
ist umgekehrt proportional zur Wellenldnge, deshalb nimmt die Eindringtiefe des
Lichts in Gewebe mit der Wellenlinge zu.*® Die Eindringtiefe steigt von typischen
Werten um 1 bis 3 mm bei 630 nm auf etwa den doppelten Wert bei 700-850 nm
an,’*”! obwohl es Gewebearten mit deutlich gréBeren oder kleineren Werten gibt.!**!
Um also eine weitreichende Wirkung der Photosensibilisierung zu erreichen, muss
man Sensibilisatoren verwenden, die eine starke Lichtabsorption bei moglichst gro-

Ber Wellenlidnge im roten Bereich des Spektrums aufweisen.®

Die Lichtabsorption des Photosensibilisators selbst kann ebenfalls die Eindringtiefe
des Lichts in das Gewebe begrenzen. Dieses Phinomen, oft als Self-Shielding be-
zeichnet, ist besonders bei Sensibilisatoren wichtig, die stark bei der Behandlungs-

wellenléinge absorbieren.[** *”]

1.3.4 Medizinische Anwendung der PDT — neue Photosensibilisa-

toren

In den letzten Jahren gewann die PDT zunehmend an Bedeutung. Obwohl sich die
meisten klinischen Studien noch in der experimentellen Phase befinden (Phase I bis
Phase III der klinischen Priifung), findet die photodynamische Behandlung bei
Patienten mit den verschiedensten Tumoren eine immer breitere Anwendung. Die
aktuelle Forschung selbst ist auf der Suche nach neuen Photosensibilisatoren, wobei
besonderes Augenmerk auf der Entwicklung langwellig absorbierender Porphyrin-
derivate liegt. Phthalocyanine (Pc) und Naphthalocyanine (Nc¢) haben Eigenschaf-
ten, die diese Verbindungen fiir die PDT besonders attraktiv machen.**! Diese

Verbindungen Dbesitzen geeignete Absorptionsmaxima (Pc: A = 660-740 nm;



Einleitung 18

Nc: A =759-830 nm), sodass therapeutisches Licht 2-3 cm in das Gewebe eindrin-
gen kann. Zudem zeichnen sich diese Photosensibilisatoren durch eine gro3e Varia-
tionsbreite an Substituenten und Zentralmetallionen, eine geringe Dunkeltoxizitit
sowie gute Tumorlokalisation und gute photodynamische Aktivitit aus. Weitere neu
entwickelte Photosensibilisatoren sind Chlorine,”"! Tetraphenylporphyrine,”* Ben-

[95]

zoporphyrin-Derivate,””*! Purpurine® und Pheophorbide!®® sowie deren Metall-

komplexe.”®

Neben der Tumorbehandlung ist durch die Entwicklung besserer Photosensibilisato-
ren auch die Erkennung und die Bestimmung der Ausdehnung von Tumoren mog-
lich. Fiir die photodynamische Diagnostik (PDD) von Tumoren, insbesondere von
gastrointestinalen Prikanzerosen, befindet sich derzeit 5-Aminoldvulinsdure (ALA)
im Zulassungsverfahren. ALA ist ein biologischer Baustein von Protoporphyrin IX.
Nach Applikation von ALA kommt es zu einer bevorzugten Bildung von Proto-
porphyrin IX in tumordsen Geweben. Nach dessen Biosynthese im Tumorgewebe
kann durch Bestrahlung iiber die auftretende Fluoreszenz das Ausmall des Tumors

genau lokalisiert werden.”!



2 Kapitel

Zielsetzung

Grundgedanke der vorliegenden Arbeit ist es, in einer Substanz zwei Therapieansét-
ze fiir die Behandlung von Harnblasenkarzinomen, die zytostatische Therapie und
die photodynamische Therapie, miteinander zu verbinden. Mit den am Lehrstuhl
von Prof. Dr. H. Brunner synthetisierten Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen wird ver-
sucht, den zytostatischen Effekt des Cisplatins mit der photodynamischen Aktivitét
des Porphyringeriists zu kombinieren. Damit soll im Sinne des ,,drug targeting*-
Konzepts der normalerweise unselektiv wirkende Arzneistoff Cisplatin, welcher seit
Jahren erfolgreich klinisch in der Standardchemotherapie bei der Bekdampfung von
Harnblasenkarzinomen eingesetzt wird, so modifiziert werden, dass er durch die
Carrier-Eigenschaft der Porphyrine selektiv im Tumorgewebe angereichert wird und
dort seine volle Wirkung entfalten kann. Anders herum erhofft man sich, dass im
Rahmen der photodynamischen Behandlung durch Hinzunahme der Wirkung der
Platinkomponente auch tiefer liegendes Tumorgewebe, das durch therapeutisches
Licht (Wellenldngenbereich etwa 600 bis 850 nm) aufgrund der limitierten Ein-

dringtiefe in biologisches Gewebe nicht erreicht wird, geschadigt wird.

Bei der Substanzentwicklung stellen nicht nur die oftmals sehr komplizierten Syn-

thesen der Komplexe einen wesentlichen Punkt dar, sondern auch die Ausarbeitung
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aussagekriftiger Testmodelle, die reproduzierbare Ergebnisse liefern, ist von ent-

scheidender Bedeutung.

Im Rahmen von préaklinischen Studien soll in der vorliegenden Arbeit die Eignung
von wasserloslichen Porphyrin-Platin(IT)-Komplexen hinsichtlich ihrer photo-
dynamischen und zytostatischen Effektivitit untersucht werden. Dariiber hinaus,
insbesondere in Hinblick auf einen spateren klinischen Einsatz, sollen grundlegende
zelluldire Wirkmechanismen analysiert werden. Dabei sollen Untersuchungen zur
Dunkeltoxizitit, PDT-Wirkung, zelluliren Aufnahme, intrazelluldren Lokalisation
und zum Verhalten in 3-D-Zellaggregaten erfolgen. Die Experimente werden an der
J82-Zelllinie, einem Modell eines gering differenzierten invasiven Urothelkarzi-
noms, in vitro durchgefiihrt. Neben der gering differenzierten Tumorzelllinie werden

normale urotheliale Zellen, die UROtsa-Zelllinie, verwendet.

Der Nachteil der bisher synthetisierten, von Hamin abgeleiteten Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexe war ihre meist schlechte Loslichkeit. Durch Einfiihrung funkti-
onalisierter Seitenketten auf der Basis von Polyethylenglykolmonomethylethern in
den Naturstoff Hiamin konnte vor allem die Wasserloslichkeit von Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexen erreicht werden. Die wasserloslichen Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe sind von K.-C. Bart!®® synthetisierte und charakterisierte Verbindungen
und zeigten sich in ersten pharmakologischen Tests an der TCC-SUP-Zelllinie viel-

versprechend.””

Als Substanzen wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht:

e 7,12-Bis[ 1-(polyethylenglykol-750-monomethylether-1-yl)ethyl]-3,8,13,17-tetra-
methylporphyrin-2,18-dipropionsdure (L).

e Diammin{7,12-bis[1-(polyethylenglykol-750-monomethylether-1-yl)ethyl]-
3,8,13,17-tetramethylporphyrin-2,18-dipropionato } platin(Il) (K1).

o (%)-tramns-1,2-Diaminocyclohexan{7,12-bis[1-(polyethylenglykol-750-
monomethylether-1-yl)ethyl]-3,8,13,17-tetramethylporphyrin-2,18-
dipropionato } platin(II) (K2).
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Der den Porphyrin-Platin(IT)-Komplexen entsprechende Ligand L wird in den Zell-
kulturexperimenten als Vergleichssubstanz mitgetestet, um etwaige toxische
Eigenschaften beobachten zu konnen oder Unterschiede zu den Porphyrin-Platin(II)-
Komplexen im Hinblick auf zelluldire Akkumulation, intrazelluldre Lokalisation

usw. sichtbar zu machen.

In Abbildung 10 und Abbildung 11 sind die Strukturformeln von L, K1 und K2
wiedergegeben mit R = (CH,CH,0).,,CH:

OR

OR

HO,C CO,H

Abbildung 10: Strukturformel von L mit R = (CH,CH,0)~;,CH3.
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Abbildung 11: Strukturformeln von K1 und K2 mit R = (CH,CH,0)-;;CH3.
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Zusitzlich zu den wasserloslichen Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen K1 und K2
wurden in der vorliegenden Arbeit auch die synthetisch leichter zugidnglichen
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe mit R = (CH,CH,0),CH; untersucht, auf die genau-

er in Kapitel 5 eingegangen wird.

Entsprechend ist R = (CH,CH,0),CHjs:

e 7,12-Bis[1-(1,4,7-trioxaoctyl)ethyl]-3,8,13,17-tetramethylporphyrin-2,18-
dipropionsiure (La)

e Diammin{7,12-bis[1-(1,4,7-trioxaoctyl)ethyl]-3,8,13,17-tetramethylporphyrin-
2,18-dipropionato } platin(Il) (K1a)

e (%)-tramns-1,2-Diaminocyclohexan{7,12-bis[1-(1,4,7-trioxaoctyl)ethyl]-3,8,13,17-
tetramethylporphyrin-2,18-dipropionato } platin(Il) (K2a)



3 Kapitel

Material und Methoden

3.1 Etablierung und Charakterisierung der verwendeten

Tumorzelllinien

3.1.1 Das Seed-Stock-Konzept

Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen mit Hilfe der Zellkulturtechnik liegt ein
Problem in der extremen genetischen Variabilitit der Tumorzellen."*” Durch das
hiufige Passagieren der Zellen wird ein starker Selektionsdruck auf die Tumorzellen
ausgelibt. Dies kann schlielich zur Entstehung von Subklonen fiithren. Die Subklo-
ne konnen sich sowohl genotypisch als auch phinotypisch sehr stark von ihren
Mutterzellen unterscheiden, was auf Versuche mit solchen Zellen groen Einfluss

[101

haben kann.""®"! Um bei Veridnderungen der Zelllinien jederzeit auf definiertes Aus-

gangsmaterial zuriickgreifen zu konnen, wurde eine Tumorbank nach dem Seed-

Stock-Konzept angelegt./'™

Dazu wurden die Zelllinien in niedrigen Passagen vermehrt und anschlieend in
Ampullen in fliissigem Stickstoff eingefroren. Man hat somit die Moglichkeit, wenn
beispielsweise die Zellkultur aufgrund einer Kontamination mit Pilzen, Bakterien

oder Mykoplasmen unbrauchbar wird, die gelagerten Zellen wieder aufzutauen und
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zu kultivieren. Von fundamentaler Bedeutung ist somit eine fortlaufende Kontrolle
der verwendeten Zellkulturen, welche neben mikrobiologischen Routinetests auch
morphologische, zytochemische, zytogenetische (Chromosomenzdhlung) und bio-

chemische Untersuchungen beinhaltet.

3.1.2 Verwendete Zelllinien

Die Zelllinien J82 (ATCC HTB-1)"'"*! und UROtsa!'® (Abbildung 12) sind Be-
standteil einer Tumorbank des Lehrstuhls flir Pathologie, Prof. Dr. F. Hofstddter, die
nach dem Seed-Stock-Konzept angelegt wurde. Dazu werden diese Zelllinien in
moglichst frithen Passagen eingefroren. Die Zelllinie J82 wurde von einem gering
differenzierten invasiven Urothelkarzinom vom Grad G3 abgeleitet. Etabliert wurde
sie von einem 58-jdhrigen kaukasischen Mann, der an einem Urothelkarzinom
(TCC) litt. Die Zellen sind in ithrem Wachstum nicht kontaktinhibiert und besitzen
ein spindelformiges Aussehen. Als Phinotyp normalen urothelialen Gewebes wurde
die Zelllinie UROtsa verwendet, deren Zellen eine tropfenférmige Morphologie be-
sitzen. UROtsa-Zellen wurden aus normalem Urothel gewonnen und durch ein SV

40 T-Antigen-Genkonstrukt immortalisiert.

Abbildung 12: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme von J82-Zellen (links) und
UROtsa-Zellen (rechts).
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3.1.3 Kultivierung der Zelllinien

Beide verwendeten Zelllinien wurden in 75 cm’*-Gewebekulturflaschen (T75) als
,Monolayer* kultiviert und dreimal wochentlich mit frischem Medium (EMEM mit
5 % FCS, 1 % L-Glutamin (v/v), 1 % Natriumpyruvat (v/v)) versorgt. Die Inkubati-
on der Kulturen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmo-
sphére. Zur Weiterkultivierung und zur Aussaat fiir Versuche wurden die Zellen mit
0,1 % Trypsin/0,4 % Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) in PBS (,,phosphate
buffered saline”) vom Boden der Kulturflaschen gelost, zentrifugiert, in frischem
Medium oder PBS resuspendiert und in definierter Zellzahl in das entsprechende
Kulturgefa3 gegeben (Tabelle 1). Die Passage der Zellen wurde einmal wochentlich
durchgefiihrt. Fiir sdmtliche Versuche wurden die Zellen im postkonfluenten

Wachstumszustand verwendet.

Tabelle 1: Aussaatzahlen (- 10°) bei 8 Tagen Wachstumszeit.

Zelllinie/Kulturgefal | T75 6 Well PetriPERM pro cm’
J82 0,42 0,056 0,112 0,0056
UROtsa 0,60 0,080 0,160 0,0080

3.1.4 Zellzahlbestimmung und Volumenmessung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die Neubauer-Zahlkammer verwendet. Dazu
wurden die Zellen von der Kulturflasche gelost und in PBS resuspendiert. Diese
Suspension wurde mit PBS in der Weise verdiinnt, dass in den Gruppenquadraten
der Neubauer-Zahlkammer 50 bis 60 Zellen vorhanden waren. AnschlieBend wur-
den die Zellen unter dem Lichtmikroskop gezdhlt. Mit dem bekannten Volumenwert

iiber einem Gruppenquadrat und der gemittelten gezdhlten Zellzahl in einem Grup-
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penquadrat der Neubauer-Zahlkammer konnte die Anzahl Zellen pro ml bestimmt

werden. %]

Um eine Volumennormierung der Messwerte bei der Fluoreszenzspektroskopie und
der Atomabsorptionsspektroskopie vornehmen zu konnen, wurde das Zellvolumen
mit Hilfe eines Pulsflichenanalysegerits (CASY 1) bestimmt. Grundlage der Volu-
menmessung ist die Widerstandsmessung der Zellen beim Durchtritt durch eine Ka-
pillare (& = 150 um) mit duBerlich anliegendem elektrischen Feld.!'®! Der hierbei
gemessene Widerstand ist proportional der Querschnittsfliche der Zelle. Durch eine
sehr hohe Abtastung (MHz-Bereich) wird jede Zelle virtuell in sehr viele Scheiben
mit bekanntem Fldcheninhalt zerlegt. Daraus wird durch Auswertealgorithmen das
Zellvolumen ermittelt. AbschlieBend wird aus der erhaltenen Hiaufigkeitsverteilung
der Volumina das mittlere Volumen bestimmt. Mit den in Suspension vorliegenden
Zellen (ca. 2 - 10%/ml) wurden vom Gerit drei Messungen durchgefiihrt (mit 400 pl
Aliquots) und automatisch gemittelt. Um osmotische Effekte zu umgehen, wurden

die Zellen unmittelbar nach dem Abtrypsinieren vermessen.
3.1.5 Chromosomenpriparation

3.1.5.1 Vorbehandlung der Objekttriger

Damit zytologische Untersuchungen auf Objekttragern durchgefiihrt werden konn-
ten, mussten die Objekttrager zuvor nach der Methode von Rooney und Czepul-
kowsky (1986)!'"! 24 Stunden lang in ethanolischer Salzlosung (6 ml konz. HCI +
200 ml 70 %iges Ethanol) entfettet werden. Die entfetteten Objekttrager wurden

anschlieBend zehnmal mit Millipore-Wasser gespiilt und getrocknet.

Zum Kultivieren von Zellen auf den Objekttragern mussten diese noch autoklaviert

werden. Die Aufbewahrung der Objekttriger erfolgte unter sterilen Bedingungen.
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3.1.5.2 Fixierung und Firbung der Chromosomen

J82- und UROtsa-Zellen wurden auf den sterilen, entfetteten Objekttrigern in
Quadriperm 4-Well-Lux-Multiplates angeziichtet und bis zu einer Konfluenz von
30-50 % kultiviert. Die kondensierten Chromosomen wurden in der Metaphase
durch Zugabe des Spindelgifts Colcemid arretiert. Dazu wurde die Colcemid-
Losung in einer Endkonzentration von 0,04 pg/ml dem Medium in den Objekttré-
gerkammern steril zugegeben. Danach wurden die Kulturen 3 Stunden bei 37 °C
und 5 % CO, in einer wasserdampfgesittigten Atmosphédre im Brutschrank inku-
biert. Das Medium wurde vorsichtig abgesaugt und zur Lyse der Zellen durch eine
37 °C warme hypotone KCI-Losung (75 mM) fiir 30 Minuten ersetzt. AnschlieBend
wurde die gleiche Menge eiskalten, frisch bereiteten Fixativs (Methanol/Eisessig;
3/1; v/v) zugefiihrt. Diese Mischung wurde sofort vorsichtig abgesaugt und zweimal
durch eiskaltes, frisches Fixativ ersetzt, das jeweils nach 10 Minuten entfernt wurde.
SchlieBlich wurden die Objekttriger aus den Kammern genommen, beschriftet und
getrocknet. Die Chromosomen wurden zur Farbung fiir 8 Minuten mit einer Farbe-
16sung aus 20 ml Giemsa-Stammlosung und 180 ml 0,025 M KH,PO, (pH 6,8),
welche zuvor durch ein Faltenfilter filtriert wurde, versetzt. AnschlieBend wurden
die Objekttrager mit entionisiertem Wasser griindlich gewaschen, getrocknet und

mit DePex eingedeckelt.

3.1.5.3 Chromosomenzihlung

Die Chromosomen von 50 gut ausgebreiteten Metaphasenplatten wurde mit Hilfe
eines Olympus BH-2 Mikroskops mit einem 60x bzw. 100x SplanApo-Objektiv (Ol)

bestimmt.
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3.2 Bestrahlung von 96-Loch-Mikrotiterplatten

Fiir die Bestrahlung der 96-Loch-Mikrotiterplatten-Kulturen diente eine Waldmann
PDT 700-Lampe als Lichtquelle. Die Waldmann PDT 700-Lampe besteht aus einer
Metallhalogenlampe und dichroitischen Kantenfiltern und sendet somit inkoheréntes

Licht im Wellenlédngenbereich von 600 bis 730 nm aus.

Um jedes einzelne Mikrotiterloch mit derselben Lichtintensitdt zu bestrahlen, wur-
den die Mikrotiterplatten in eine schwarzlackierte 96-Loch-Aluminiumschablone
gesetzt, wobei die gestanzten Locher der Aluminiumschablone genau mit den 96
Lochern der Mikrotiterplatte fluchten. Damit wurden auch Streuungseffekte inner-
halb der Mikrotiterplatte durch seitlich einfallendes Licht minimiert. Die Bestrah-
lung dieser Einheit mit der Waldmann PDT 700-Lampe erfolgte von unten, um
weitere Streuungseffekte zu verhindern. Zusétzlich konnte so gewihrleistet werden,
dass jedes Loch mit derselben Lichtintensitdt bestrahlt wurde. Bestrahlt wurde in
einem Abstand von 50 cm zwischen dem Lampenauslass und der Unterkante Mikro-
titerplatte, was eine gemessene Leistungsdichte von etwa 40 mW/cm® an der Positi-
on der Zellen ergab. Bei einer 10-miniitigen Bestrahlungszeit bedeutete dies eine

Energiedichte von 24 J/cm* "%
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3.3 Chemosensitivitatstest

3.3.1 Dunkelexperiment

Um in vitro das Ansprechverhalten von Zelllinien gegeniiber verschiedenen Chemo-

[109]

therapeutika zu testen, wurde das von Reile' ™ optimierte Verfahren verwendet.

Dazu wurden je 2 vertikale Reihen (16 Locher) der 96-Loch-Platten fiir eine Test-
substanz vorgesehen. Als Kontrollkulturen erhielten die Reihen 5 und 6 jeder Platte
nur das jeweilige Losungsmittel der Testsubstanzen in frischem Medium. Um das
Zellwachstum zu unterschiedlichen Zeitpunkten stoppen zu konnen, wurden die
Platten in Sfacher Ausfertigung prépariert. Eine zusétzliche Platte diente zur Be-

stimmung der initialen Zelldichte zum Zeitpunkt der Substanzzugabe t,.

3.3.1.1 Aussiaen der Zellkulturen

Die Zellen einer konfluenten Kultur wurden mit Trypsin/EDTA vom Boden abge-
16st und in der benétigten Menge Medium suspendiert. Die Zellsuspension wurde
wihrend der Aussaat stindig durch einen Riihrfisch leicht bewegt, um sie moglichst
homogen zu halten. Mit einer 12-Kanal-Pipette wurden 100 pl der Zellsuspension in
jedes Loch der 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben. Die Konzentration der Zell-
suspension wurde so gewihlt, dass im Gesichtsfeld des Umkehrmikroskops bei
320facher VergroBerung ca. 15 Zellen zu sehen waren. Die beschickten Mikro-
titerplatten wurden umgehend in den Inkubator gestellt und bei 37 °C, 5 % CO, und

einer wasserdampfgesattigten Atmosphére inkubiert.

3.3.1.2 Herstellung und Lagerung der Wirkstofflosungen

Die Stammlosungen der in Kapitel 4.1.1 beschriebenen Zytostatika wurden in Kon-
zentrationen von 5 - 10°M und 10> M mit 70 % Ethanol als Losungsmittel bei

-20 °C gelagert. Fiir den Porphyrin-liganden L und fiir die Porphyrin-Platin(II)-
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Komplexe K1 und K2 wurde steriles H,O dest., fiir La, Kla, K2a, Cisplatin und

Héamatoporphyrin wurde DMF als Losungsmittel verwendet.

3.3.1.3 Substanzzugabe

Nach 2-3 Tagen, je nach Wachstumsverhalten der Zellen, erfolgte die Substanzzu-
gabe. Dazu wurde das alte Medium vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgesaugt
und gegen testsubstanzhaltiges Kulturmedium (200 pl/Loch) ersetzt. Die Testsub-
stanzen wurden dem Medium unmittelbar vor Gebrauch als 1000fach konzentrierte
Stammlosung zugegeben. Fiir die Kontrollrethen wurde Medium, nur mit dem je-
weiligem Losungsmittel der Testsubstanzen vermischt, verwendet. Nach der Sub-
stanzzugabe wurden die Kulturplatten in den Brutschrank zuriickgestellt und weiter

inkubiert.

Auf der Platte zur Bestimmung der initialen Zelldichte t, wurde das Medium eben-
falls mit einer Pasteurpipette abgesaugt, um die dadurch entstehenden Zellverluste

zu beriicksichtigen, und mit Glutardialdehyd fixiert.

Neben Dauerexpositionen wurden auch Vorinkubationsexperimente und Kurzzeit-

experimente durchgefiihrt.

Bei den Vorinkubationsexperimenten wurden die Testsubstanzen unterschiedlich
lange (0 h, 2 h, 6 h, 12 h und 24 h) mit Kulturmedium bei 37 °C, 5 % CO, und einer
wasserdampfgesittigten Atmosphire vorinkubiert. Erst dann erfolgte die Substanz-
zugabe zu den Zellen. Hierbei wurde das alte Medium abgesaugt und durch das
neue, wirkstofthaltige und vorinkubierte Medium ersetzt. Fiir die restliche Inkubati-

onsdauer wurde kein weiterer Mediumwechsel mehr vorgenommen.

Bei den Kurzzeitexperimenten wurden die Substanzen verschieden lange (3 h, 6 h,
12 h, 24 h und Dauerinkubation) auf den Zellen belassen, bevor das Medium vor-
sichtig abgesaugt und durch neues, testsubstanzfreies Medium ersetzt wurde. Mit

den to-Platten wurde ebenfalls so verfahren, bevor sie abgestoppt wurden.
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3.3.2 Chemosensitivitatstest mit und ohne Bestrahlung

Das Aussden der Zellkulturen, die Herstellung und Lagerung der Wirkstofflosungen
und die Substanzzugabe erfolgten in Analogie zu Kapitel 3.3.1. Fiir die Bestrah-

lungsexperimente wurde kein weiterer Mediumwechsel mehr durchgefiihrt.

24 Stunden nach der Substanzzugabe erfolgte die 10-miniitige Bestrahlung mit einer
Energiedichte von 24 J/cm? (siche Kapitel 3.2). Die 96-Loch-Mikrotiterplatten wur-
den nach der Bestrahlung in den Inkubator zuriickgestellt und bei 37 °C, 5 % CO,
und einer wasserdampfgeséttigten Atmosphédre inkubiert. Sofort nach der Bestrah-
lung wurde der erste Zeitpunkt dieser Zellkulturexperimente genommen. Die weite-

ren folgten in 24-stiindigen Abstianden.

Parallel zu den Bestrahlungsversuchen wurden immer unbestrahlte 96-Loch-
Mikrotiterplatten mitgefiihrt. Mit Ausnahme der Bestrahlung wurden diese soge-

nannten Dunkelkontrollen gleich behandelt.

3.3.3 Ermittlung der Zellmasse mit dem Kristallviolett-Assay

Zur Ermittlung der Zellmasse wurde der von Reile!"™ und Bernhardt!"'® ent-

wickelte Kristallviolett-Assay verwendet.

3.3.3.1 Fixieren der Zellen

Nach verschiedenen Zeitpunkten — idealerweise in Abstéinden von etwa 24 Stunden
— wurde je ein Satz Kulturplatten aus dem Brutschrank entnommen, das Medium
abgegossen und zur Fixierung der am Boden haftenden Zellen pro Loch mit 100 pl
einer frisch bereiteten 1 %igen Glutardialdehyd-Losung in PBS versetzt. Nach 25-
30 Minuten wurde das Fixativ abgeschiittet und durch 180 pl PBS-Ldsung ersetzt.

Die Platten wurden bis zur Farbung im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.
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3.3.3.2 Kolorimetrische Messung der Zelldichte

Die Féarbeprozedur erfolgte simultan fiir alle Kulturplatten eines Versuchs. Hierfiir
wurde PBS gegen 100 pl einer 0,02 %igen Kristallviolett-Losung (N-Hexamethyl-
para-rosanilin - HCI in Wasser) ausgetauscht. Nach exakt 20 Minuten wurde die
Farbelosung abgeschiittet. Die Platten wurden zur Entfernung iiberschiissigen Farb-
stoffs dreimal mit demineralisiertem Wasser gewaschen und 20 Minuten gewissert.
Das Wasser wurde abgeklopft und die Platten wurden auf Zellstoff vorsichtig

trockengeklopft.

Um bei der nachfolgenden photometrischen Messung Streulichteffekte zu vermei-
den, wurde der in den Zellen vor allem an Nukleoproteine gebundene Farbstoff
durch Zugabe von 180 ul 70 %igem Ethanol und durch anschlieBendes Schiitteln
auf einem Kottermann 4010-Schiittler (2-3 h) mdglichst quantitativ in Losung ge-

bracht.

Die optische Dichte wurde mit Hilfe eines UV/Vis-Spektrometers fiir Mikro-
titerplatten (Bio-Tek Instruments) bei A = 578 nm gemessen und nach Ubertragung
der Daten auf einem Olivetti M24 PC auf Diskette gespeichert.

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe eines hierfiir entwickelten Re-

(109, 1108) Njach Leerwertkorrektur der einzelnen Extinktionen wurde

chenprogrammes.
von korrespondierenden Messwerten die mittlere optische Dichte und die Standard-
abweichung errechnet. Werte auBBerhalb des Konfidenzintervalls (95 %) wurden aus
dem Messwertkollektiv entfernt. AnschlieBend erfolgte erneut die Berechnung des

Mittelwerts und der Standardabweichung.
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3.4.1

Fluoreszenzspektroskopie

Molekiilphysikalische Grundlagen

Die Wechselwirkung von Farbstoffmolekiilen wie Photosensibilisatoren mit Licht

wird durch die Molekiilphysik beschrieben. Die aus der Quantentheorie abgeleiteten

Energiezustinde der Molekiille werden in einem Energieschema (Jablonski-

Diagramm, Abbildung 13) dargestellt. Anders als bei Atomen, bei denen man nur

von ,.erlaubten” und ,,verbotenen Ubergéingen spricht, gibt es bei Molekiilen alle

Zwischenstufen zwischen erlaubten und verbotenen Ubergiingen. Die Ubergangs-

Sy

Abbildung 13: Jablonski-Termschema,

1: Absorption;

2: Fluoreszenz;

3: Phosphoreszenz;

4: Relaxation (strahlungslos),
5. Intersystem Crossing (strah-

lungslos).

wahrscheinlichkeiten werden durch die
elektronische Struktur von Ausgangs-

und Endzustand bestimmt.

Der Grundzustand der meisten Molekiile
ist ein Singulett-Zustand (Sy). Aus die-
sem Singulett-Zustand, in dem alle
Elektronen gepaart sind, wird das Mole-
kiil durch Absorption eines Photons in
einen angeregten Zustand versetzt. Da-
bei geht ein Elektron in ein unbesetztes
Molekiilorbital {iber und kann nun mit
seinem Spin parallel oder antiparallel zu
dem Spin des zurilickgebliebenen Elek-
trons vorliegen. Das angeregte Elektro-
nensystem hat bei antiparalleler Aus-
richtung den Gesamtspin S =0 mit nur
einem magnetischen Unterzustand (Sin-
gulett-Zustand Sy, S,, ...). Ein Triplett-

Zustand (T) mit drei magnetischen Un-
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terzustinden liegt im Fall der parallelen Ausrichtung, S=1, vor. Der angeregte
Triplett-Zustand ist meist energetisch tiefer als der angeregte Singulett-Zustand.
Jedes elektronische Energieniveau kann weiterhin in mehreren Vibrations- und
Rotationsunterzustinden vorliegen. Elektromagnetische Uberginge zwischen zwei

Zustinden unterliegen quantenmechanischen Auswahlregeln.!''

Als Fluoreszenz bezeichnet man strahlende Ubergiinge aus den Schwingungsniveaus
(gewohnlich dem niedrigsten) eines (gewohnlich des ersten) elektronischen Anre-
gungszustands (S;) in die Schwingungsniveaus des Grundzustands (S;) (Abbil-
dung 13). Die Fluoreszenz erfolgt bei Quantenenergien, die kleiner oder hochstens

gleich sind wie diejenigen der Absorption.

3.4.2 Spektrale Eigenschaften

Porphyrine zeigen ausgeprigte Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften im
sichtbaren Wellenldngenbereich des Spektrums. Das Absorptionsmaximum von K1
liegt bei ca. 400 nm, die sogenannte Soretbande. Des Weiteren besitzen die Porphy-
rinverbindungen vier zusatzliche Absorptionsbanden zwischen 450 und 650 nm.
Allgemein gilt fiir Porphyrinderivate, dass die genaue Lage und relative Intensitat
der Absorptionsmaxima von der Art der Seitenketten, der Konzentration des
Porphyrins und den Eigenschaften des Mediums abhingen, in dem das Molekiil ge-
16st ist. Bei einer Anregung mit 405 nm ergibt sich ein Emissionsmaximum fiir K1

bei 604 nm (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Absorptions- und Emissionsspektrum von K1 in H,O dest.

3.4.3 Bestimmung des Porphyringehalts in J82- und UROtsa-

Zellen mittels Fluoreszenzspektroskopie

3.4.3.1 Kalibrierung

Zur Erstellung der Kalibriergerade wurde die Intensitét von sechs verschiedenen
Eichlosungen mit 10, 50, 100, 150, 200 und 250 nmol/l L, K1, K2 bzw. Hamato-
porphyrin am Fluoreszenzspektrophotometer bei einer Anregungswellenlinge von
405 nm und einer Emissionswellenlinge von 604 nm fiir den Ligand L und die
Porphyrin-Platin(Il)-Verbindungen (K1 und K2) und 600 nm fiir Himatoporphyrin
gemessen (Abbildung 15). Als L, K1, K2 (in Wasser) bzw. Hadmatoporphyrin-

Standards (in DMF) wurden 10° bzw. 10°molare Losungen verwendet, die zu den
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entsprechenden Eichlosungen mit 1,0 M Perchlorsdure und Methanol (1/1; v/v) ver-

diinnt wurden.

Fluoreszenzintensitat

= T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250

Konzentration [nmol/1]

Abbildung 15: Kalibriergeraden fiir L, K1, K2 (Anregung bei 405 nm, Emission gemessen
bei 604 nm) und Hdamatoporphyrin (HP, Anregung bei 405 nm, Emission gemessen
bei 600 nm).
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3.4.3.2 Quantifizierung von zellassoziiertem L, K1, K2 bzw. Hamato-

porphyrin in J82- und UROtsa-Zellen

3.4.3.2.1 Inkubation der Zellen mit L, K1, K2 bzw. Himatoporphyrin

Fiir die Aufnahmekinetiken wurden die Zellen in 75 cm?*-Kulturflaschen kultiviert.
Pro Zeitpunkt bendtigt man eine Flasche. Die Substanzzugabe erfolgte, wenn der
Boden der Kulturflaschen etwa zu % mit Zellen bedeckt war. Stammldsungen der
Testsubstanzen L, K1, K2 und Hamatoporphyrin (5 - 10* M bzw. 5 - 10° M) wur-
den mit Kulturmedium 1:1000 verdiinnt. Je 20 ml substanzhaltiges Medium wurden
nach Absaugen des alten Mediums zu den Zellen pipettiert. Wiahrend der gesamten
Inkubationsdauer wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und einer

wasserdampfgesattigten Atmosphére belassen.

3.4.3.2.2 Probenvorbereitung fiir die Proteinbestimmung und Fluoreszenz-

messung

Nach verschiedenen Zeitpunkten (0, 4, 7, 16 und 24 Stunden fiir 0,5 uM Inkubation
und 0, 1, 2, 4, 7, 16 und 24 Stunden fiir 5 uM Inkubation) wurde das substanzhaltige
Medium sorgfiltig abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit etwa 20 ml PBS
gewaschen. Nach Einwirkung von Trypsi/EDTA wurden die Zellen mit 10 ml
Medium abgelost. Nach Zentrifugation (170 g, 10 min, 4 °C) wurden die Zellen
nochmals mit 10 ml PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 1000 pl frisch angesetz-
tem Extraktionsmittel (1,0 M HC1O4/Methanol; 1/1; v/v) resuspendiert und die Sus-
pension 20 Minuten bei 45°C im Dunkeln geschiittelt (ThermoMixer, 1400
U/min).!""* Nach Ablauf der Extraktion wurden die unldslichen Proteine pelletiert
(Biofuge Pico, 13000 U/min, 3 min). Der Uberstand wurde mit 1000 ul Extrakti-
onsmittel verdiinnt und in einer Quarzkiivette am Fluoreszenzspektrometer vermes-
sen (Anregung 405 nm, Emission 600 nm bzw. 604 nm). Uber die registrierten In-
tensitidten der Emissionsmessung wurde der Porphyringehalt der Proben iiber die

entsprechende Kalibriergerade berechnet.



Material und Methoden 39

Die Bestimmung der Zahl an extrahierten Zellen erfolgte indirekt iiber die Protein-
gehaltsbestimmung eines Aliquots. Dieses wurde vor der Extraktion entnommen
und mittels Lysepuffer aufgeschlossen. Verwendung fand der Kit der Firma Pierce,
dem eine Weiterentwicklung der Biuret-Reaktion zugrunde liegt. Cu*" in alkalischer
Losung wird von Proteinen reduziert. Cu'™ reagiert mit zwei Molekillen BCA
(= bicinchoninic acid) zu einem farbigen Komplex,!'"®! dessen Konzentration an-
schlieBend tliber sein Absorptionsmaximum bei 562 nm bestimmt wird. Mit der bei-
gefiigten Proteinstammlosung (BSA in Glasampullen, 2000 pg/ml) als Standard,

wurde eine Kalibrierung der Absorption gegeniiber dem Proteingehalt durchgefiihrt.

Durchfiihrung: 25 pl-Proben wurden in 96-Well-Platten mit 200 ul Testreagenz
versetzt, 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und am Mikrotiterplatten-Lesegerit
(MWG-Biotech) ausgewertet. Um die Genauigkeit (Pipettierfehler, ungeniligende
Probendurchmischung) der Proteinbestimmung zu erh6hen, wurden von jeder Probe

vier Aliquots parallel bestimmt und anschlieBend gemittelt.

Uber die entsprechenden Kalibrierungswerte wurde die exakte Porphyrin-
konzentration ermittelt. Mit Hilfe der gemessenen Proteinmenge, dem mittleren
Zellvolumen und der mittleren Proteinmenge einer Zelle konnte die zellassoziierte

Porphyrinkonzentration in mol/l bestimmt werden (sieche Kapitel 4.2.1).
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3.5 Durchflusszytometrie

3.5.1 Prinzipieller Aufbau

Die Durchflusszytometrie gestattet es, mehrere Parameter an Zellen mit Hilfe der

Fluoreszenz und des Streulichtverhaltens gleichzeitig zu bestimmen.!''* ']

Dazu werden die Zellen in Suspension vorgelegt. Die vorgelegte Zellsuspension
wird iiber eine Diise unter laminaren Bedingungen in den Strom einer Tragerfliissig-
keit (isotonische Kochsalzlosung) eingebracht. Dies fiihrt zu einer ,hydrodynami-
schen Fokussierung® (Abbildung 16), sodass im Idealfall jede einzelne Zelle ohne
die umgebende Losung bei der Passage durch die Kiivette getrennt angeregt und
deren Fluoreszenz vermessen werden kann. Das erhaltene Fluoreszenzsignal wird
folglich nicht durch (Re-)absorption oder Streuung an anderen Zellen wie im Falle
der konventionellen Kiivettenmessung geschwicht. Uberdies wird dieses von der
einzelnen Zelle stammende Signal durch die schnelle Erfassung groBer Zellzahlen
statistisch reprédsentativ. Durch die laminaren Stromungsbedingungen wird eine

Durchmischung von Probenlosung und Trigerfliissigkeit verhindert.

— Fliissigkeits-
mantel

Fluoreszenz-
signale

Fokussierter
Laserstrahl

Abbildung 16: ,,Hydrodynamische Fokussierung® der Zellen an der Einspritzdiise des

Durchflusszytometers.
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Die Fluoreszenz wird durch entsprechende Laser induziert, was die Selektivitdt und
Effizienz der Anregung erhoht. Uber ein System von dichroitischen Spiegeln, opti-
schen Linsen und Filtern werden gestreutes Licht und Fluoreszenz zu Photodiode
bzw. Photomultiplier (PMT) geleitet und detektiert (Abbildung 17). Das Vorwarts-
streulicht (forward scatter light, FSC) der Zellen wird im Winkel zwischen 1,5° und
10° zur Strahlenrichtung des anregenden Lasers (488 nm) gemessen. Die Vorwiérts-
streulicht-Intensitét ist anndhernd proportional zur ZellgroBe, wobei aber auch die
innere Struktur der Zelle zum Tragen kommt. So ist bei reifen polymorphkernigen
Granulozyten die Streulichtintensitdt hoher als bei den gréeren Monozyten. Die
Intensitdt der Seitwartsstreuung (SSC, gemessen im 90°-Winkel) hingegen korreliert
mit dem Brechungsindex (der Granularitit) der Zelle. Das eigentliche Fluoreszenz-

signal wird ebenfalls in 90°-Richtung erfasst.

Sideward Light Fluorescence 1
Scatter PMT PMT

488/10

Fluorescence 2
PMT

530/30

90/10 beam splitter

585/42

=

Fluorescence 4

PMT (661 + 8 nm) DM 560SP

DM 640LP

Half Mirror
Fluorescence 3

PMT Fluorescence

Collection Lens

Beam Combiner

488/10 Forward Angle

=§I— Light Scatter

Photodetector
Flow Cell

Argon Laser
488 nm

Red Diode Laser
635 nm

Abbildung 17: Schematische Darstellung des optischen Systems des FACSCalibur™, LP:
Langpassfilter, SP: Kurzpassfilter, fiir die Bandpassfilter ist die maximale Trans-

mission und Bandweithdlfte angegeben.
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Durch geeignete dichroitische Spiegel wird es vom SSC abgetrennt. Ferner erfolgt
eine Aufspaltung iiber weitere Filter und dichroitische Strahlenteiler in die vier
folgenden Fluoreszenzkanile: Fluoreszenz 1: 530 £ 30 nm, Fluoreszenz 2: 585 +
42 nm, Fluoreszenz 3: > 670 nm und Fluoreszenz 4: 661 = 16 nm. Jeder dieser
Kaniéle ist mit einem PMT gekoppelt, dessen Verstirkerspannung an die jeweilige

Signalintensitit angepasst werden kann.

3.5.2 Auswertung und Interpretation der Daten

Neben den Streulichtsignalen in Vorwiérts- und Seitwértsrichtung wurde die Rot-
fluoreszenz der gemessenen Porphyrinverbindungen im FL3-Kanal als Parameter
detektiert und als ,,list mode file* gespeichert. Zur Korrektur der Autofluoreszenz
der erhaltenen Werte fiir die Porphyrinfluoreszenz wurde zu jeder Versuchsreihe

eine nicht inkubierte Kontrolle mitgemessen.

Zur quantitativen Auswertung wurden die gespeicherten Daten auf ein IBM-PC-
kompatibles Format konvertiert und mit Hilfe der Software WinMDI (J. Trotter,
http://facs.scripps.edu) ausgewertet. In der zweidimensionalen Darstellung der
Streulichtsignale wurde ein gate auf den Bereich der Zellen gesetzt, um Debris und
Zellschrott von der weiteren Auswertung auszuschlieBen. Bei der Bestimmung der
mittleren Rotfluoreszenz wurden nur Ereignisse innerhalb dieses gates beriicksich-
tigt. Die Quotientenbildung aus den Intensitiatswerten der Rotfluoreszenz von Probe
und nicht inkubierter Kontrolle beseitigte Einfliisse der Autofluoreszenz und er-
moglichte den Vergleich und die gemeinsame Auswertung der einzelnen Versuchs-

reithen.

3.5.3 Bestimmung der Langzeitkinetik

Die Zellen wurden in 25 cm’-Kulturflaschen kultiviert, nach entsprechender
Wachstumszeit geerntet, gezdhlt und in 3,6 ml Medium resuspendiert. Nach Zugabe
von 400 pl einer 0,05 mM Porphyrinlosung wurde im Dunkeln durchflusszyto-
metrisch die Porphyrinaufnahme iiber die Zeit verfolgt (Tabelle 2). An das FACS-
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Calibur wurde ein Wasserbad (37 °C) adaptiert, welches das Probenréhrchen fiir die
Dauer der Messung temperierte. Um das Sedimentieren der Zellen zu verhindern,
wurde die Probe fortwihrend geriihrt. Das Programm CellQuest gestattet es, neben
Fluoreszenzparametern auch die Zeit zu messen. Die Rate wurde auf ca. 250
Events/Sekunde justiert und bei einer Auflosung von 1 Sekunde/Kanal 1024 Sekun-

den lang kontinuierlich die zunehmende Porphyrinfluoreszenz detektiert.

Tabelle 2: Gerdteparameter zur kontinuierlichen Detektion der Porphyrinaufnahme.

Kanal Verstarkung Modus

FSC E-01 logarithmisch

SSC 200 V logarithmisch

FL3 600 V logarithmisch
Schwellenwert FSC =500
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3.6 Mikroskopie

3.6.1 (Auflicht)-Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie!''®! ist eine Weiterentwicklung der Hellfeldmikrosko-
pie. Zur Illumination der Objekte wird das hochenergetische Licht einer Queck-
silberdampf- oder Xenonlampe verwendet. Uber ein Filtersystem im Beleuchtungs-
strahlengang kann in Grenzen die Anregungswellenlinge vorgegeben werden. Im
Abbildungsstrahlengang sitzen Filter, welche zum einen das Anregungslicht aus-
sperren, zum anderen aber das Fluoreszenzlicht der Probe passieren lassen (Tabel-
le 3). Diese Anordnung dient dem Schutz der Augen, vor allem aber der Erhohung
des Kontrasts, da nunmehr die fluoreszierenden Objekte auf schwarzem Hintergrund

erscheinen.
Tabelle 3: Filtersitze (Wellenldngen in nm) der Fluoreszenzmikroskopie.

Anregung H 360/20 ‘ 480/15 ‘ 560/20

Emission H 460/25 ‘ 535/20 ‘ 630/30

Zur Anwendung kam ein Bildverarbeitungssystem der Firma Visitron Systems,
basierend auf einem konventionellen inversen Mikroskop (Zeiss). Fiir Fluoreszenz-
untersuchungen stand als Anregungsquelle eine Quecksilberhdchstdrucklampe
(50 W HBO, Osram) zur Verfiigung. Die Fluoreszenzen wurden mittels einer Pel-
tierelement gekiihlten (-15 °C) CCD-Kamera (4096 Graustufen, 1317 x 1035 Pixel)
akquiriert. Die generierten Bilder konnten mittels der Software MetaMorph weiter
bearbeitet werden (Kontrastverstirkung, Filterung, Multi-Uberlagerung), die auch

die Mikroskopsteuerung iibernahm.
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3.6.2 Phasenkontrast- und Hellfeldmikroskopie

Die Phasenkontrastmikroskopie wurde bei den Arbeiten in der Zellkultur herange-
zogen und diente auch als Aufnahmeverfahren von lebenden, ungefarbten Zellen.
Die Hellfeldmikroskopie wurde zur Aufnahme der Hamatoxylin-Eosin-Farbung bei

den 3-D-Zellaggregatexperimenten (Sphiroide) verwendet.

3.6.3 Sensibilisatorlokalisation

Die Kultivierung der Zellen zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse der intrazel-
luliren Porphyrin-Platin(I)-Komplexverteilung erfolgte in petriPERM-Kultur-
schalen (In Vitro Systems & Services). Die Porphyrinverbindungen wurden in einer
Konzentration von 1 uM bzw. 5 uM (1:1000 Verdiinnung der Stammldsung mit
Medium) bei einer Inkubationsdauer von 24 Stunden eingesetzt. Bei geeigneter
Wachstumsdichte wurden die Zellen entweder zunédchst mit einer Porphyrinverbin-
dung oder mit einem der Organellenfarbstoffe inkubiert, bevor die Zweitfarbung
durchgefiihrt wurde. Die Zellen wurden unmittelbar am Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Fiir die Aufnahmen wurde das 63x/1,4 Plan Apochromat-Objektiv am

Axiovert S 100-Mikroskop (Zeiss) verwendet.

3.6.3.1 Kolokalisationsexperiment mit Lysosomen

Wihrend der letzten 30 Minuten der Porphyrininkubation wurde der Organellen-
farbstoff LysoTracker Green DND 26 (Abbildung 18, Molecular Probes) in einer
Endkonzentration von 50 nM zur Gegenfirbung der Lysosomen zugegeben.!''”
Nach Ablauf der Inkubation wurde das Medium abgesaugt und in den petriPERM
ein Deckglas (24 x 40 mm) platziert. Die beiden Fluoreszenzen wurden iiber spezifi-

sche Filtersdtze angeregt und detektiert (Tabelle 4).
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Abbildung 18: Strukturformel von LysoTracker Green DND 26.

3.6.3.2 Kolokalisationsexperiment mit Mitochondrien

In den letzten 30 Minuten der Porphyrininkubation wurde ein Organellenfarbstoff
zur Doppelfarbung von Mitochondrien, entweder MitoTracker Green FM (Abbil-
dung 19, Endkonzentration 100 nM) oder Rhodamin 123 (Abbildung 20, Endkon-

U7 18] 7usatzlich wurde auch eine Versuchsreihe

zentration 40 uM) zugegeben.
durchgefiihrt, bei der zuerst die Organellenfarbung mit MitoTracker Green FM fiir
30 Minuten und anschlieBend die Inkubation mit der Porphyrinverbindung fiir
24 Stunden erfolgte. Die Daten der verwendeten Filtersitze sind in Tabelle 4 spezi-

fiziert.

Tabelle 4: Filtersdtze (Wellenldngen in nm) zur Kolokalisation von Porphyrinver-

bindungen mit Lysosomen und Mitochondrien.

Anregung Emission
LysoTracker Green DND 26 480/15 535/20
MitoTracker Green FM 480/15 535/20
Rhodamin 123 480/15 535/20
Porphyrin 560/20 630/30
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Abbildung 19: Strukturformel von MitoTracker Green FM.
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Abbildung 20: Strukturformel von Rhodamin 123.
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3.6.3.3 Intrazellulire Lokalisation: Golgi-Apparat

Zur Klérung der Fragestellung, ob die Porphyrinverbindungen auch im Golgi-
Apparat lokalisiert sind, wurde als Organellenfarbstoff BODIPY FL Cs-Ceramid
(Abbildung 21) verwendet.""” Die Zellen wurden bei passender Wachstumsdichte
30 Minuten bei 4 °C mit 5 uM Endkonzentration von BODIPY FL Cs-Ceramid-
BSA-Komplex in gepufferter Losung versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen und mit frischem EMEM fiir 30 Minuten bei 37 °C in-
kubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurde 1 Minute eine 5 pM DAPI-
Losung (4’,6-Diamidin-2-phenylindoldihydrochlorid, Abbildung 22) zur Farbung
der Zellkerne zugegeben. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen im Fluores-

zenzmikroskop untersucht (Tabelle 5).

Tabelle 5: Filtersidtze (Wellenldingen in nm) zur Lokalisation von Porphyrin-

verbindungen im Golgi-Apparat.

Anregung Emission
BODIPY FL Cs-Ceramid 480/15 630/30
DAPI 360/20 460/25

Abbildung 21: Strukturformel von BODIPY FL Cs-Ceramid.
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Abbildung 22: Strukturformel von DAPI.
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3.7 Sphiroide als 3-D-Kulturmodelle

Neben dem im Bereich der Forschung weit verbreiteten zweidimensionalen Kultur-
system der Monolayer-Kultur gibt es die Moglichkeit, komplexe Interaktionen
innerhalb von Tumorgewebe in dreidimensionalen Kultursystemen zu untersuchen.
Eines dieser 3-D-Modelle fiir Untersuchungen in vitro sind die multizelluldren
Tumorsphdroide mit, im Gegensatz zu Monolayern, ausgepréigter Extrazellularma-

trix (ECM).

| Differenzierung | Kapillare

Sphiroid Tumor

Abbildung 23: Vergleich Tumor mit Sphdroid.

Tumorsphiroide spiegeln die in vivo-Situationen in kleinen avaskuldren Tumoren
bzw. Mikrometastasen wider (Abbildung 23)!"*" und ihr Einsatz erlaubt im Bereich
der Tumorforschung Studien unter gut definierten Bedingungen, die bessere Auf-
schliisse tiber die Vorgéinge in natiirlichem humanem Gewebe geben als dies durch
Untersuchungen an Monolayer-Kulturen moglich ist. Mit diesem dreidimensionalen
Kultursystem besteht somit unter anderem die Moglichkeit, Penetrationseigenschaf-
ten von neuen Verbindungen in dreidimensionalen Tumorsphédroiden zu unter-

suchen.'*!]
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3.7.1 Kultivierung der 3-D-Aggregate

Bei der verwendeten Liquid-Overlay-Technik!"*?! wurden dreideimensionale Zell-
aggregate in mit Agarose beschichteten 96-Well-Platten geziichtet. Dazu wurde
1,5 % Agarose in Medium (EMEM) ohne Zusitze aufgenommen, autoklaviert und
noch hei3 in die Vertiefungen der Platte pipettiert (100 ul pro Well). Nach dem Er-
kalten konnten die Platten luftdicht verpackt und bis zu einer Woche im Kiihl-
schrank aufbewahrt werden. Vor Verwendung wurden sie im Brutschrank auf 37 °C

dquilibriert.

Die Initiation der Sphéroide erfolgte aus Einzelzellsuspensionen. Diese wurden auf
definierte Zellkonzentrationen eingestellt (Tabelle 6) und mit einer Multipipette auf
die Vertiefungen verteilt (je 200 ul). Um eine erfolgreiche Aggregation zu gewihr-
leisten, wurden die Platten erschiitterungsfrei drei Tage im Brutschrank bei 37 °C,
5 % CO, und wasserdampfgesittigter Atmosphére inkubiert. Der regelmiflige Me-
dienwechsel erfolgte durch vorsichtiges Absaugen von ungefdhr 100 ul Medium und
zupipettieren von 100 ul frischem Medium. Der Wachstumsverlauf der Sphéroide
von J82 und UROtsa wurde durch ein im Okular des Mikroskops eingraviertes Li-
neal, mit dessen Hilfe der Durchmesser der 3-D-Aggregate gemessen werden konn-
te, verfolgt. Als ideal stellte sich fiir J82-Sphiroide eine Wachstumszeit von 7 Tagen
und fiir UROtsa-Sphéroide von 5 Tagen heraus. Zusitzlich wurde zur Gréfen- und
Wachstumsbeeinflussung der Sphiroide EMEM mit 10 % FCS als Medium, im
Gegensatz zu den Monolayer-Versuchen mit EMEM + 5 % FCS, verwendet.

Tabelle 6: Initiationszahlen fiir 3-D-Aggregate.

Zelllinie Zellzahl pro Well (200 pl)

J82 6000

UROtsa 8000
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3.7.2 Inkubation der Sphéroide mit Porphyrinverbindungen

Zur Inkubation der 3-D-Aggregate wurden die Sphiroide mit Hilfe einer 8-Kanal-
Pipette aus den 96-Well-Platten gesammelt und in eine mit Agarose beschichtete
Petrischale tiberfiihrt. Nach mehrmaligem Waschen der Sphiroide mit PBS wurden
10 ml Inkubationslosung dazugegeben. Die Inkubationslésung wurde durch Ver-
diinnen einer 5-10° molaren Stammlésung der Porphyrinverbindungen mit
EMEM + 5 % FCS (1:1000; v/v) erhalten. Nach Ablauf der Inkubationszeit (1 h, 4 h
und 24 h) wurden die Sphéroide dreimal mit PBS gewaschen und in ,,frozen section
Medium* (Killik) eingefroren. AnschlieBend wurden die J82- wie auch die UROtsa-
Sphéroide im Kryostaten bei -20 °C (2800 Frigocut, Reichert-Jung) in 5 um dicke
Scheiben geschnitten und nacheinander auf einen Objekttrager aufgebracht. Sowohl
fiir die J82- als auch fiir die UROtsa-Zelllinie wurden Sphiroide als Kontrolle mit-

gefiihrt, die nicht mit Porphyrinverbindungen inkubiert wurden.

3.7.3 Mikroskopische Aufnahme der Porphyrinfluoreszenz

Zur Detektion und Lokalisation der Porphyrinfluoreszenz der 5 um dick geschnitte-
nen Sphéaroidscheiben wurde das oben beschriebene Fluoreszenzmikroskop (siche
Kapitel 3.6.1) verwendet. Dazu wurden jeweils die Mittelschichten der Sphiroide
bei den verschiedenen Inkubationszeitpunkten und Zelllinien gesucht und dann auf-
genommen. Fiir die Aufnahmen wurde das 20x/0,30 Plan Neofluare-Objektiv am

Axiovert S 100-Mikroskop (Zeiss) benutzt.

3.7.4 Quantifizierung der Porphyrinfluoreszenz

Mittels der zum Fluoreszenzmikroskop gehdrigen Software MetaMorph konnte die
Porphyrinfluoreszenz fiir die generierten Sphéroidbilder quantifiziert werden. Dabei
wurden die Sphéroide in drei Bereiche geteilt: dullere Zelllagen, mittlere Zelllagen
und Zentrum. Sowohl fiir J82- als auch fiir UROtsa-Sphéroide wurden zur Bestim-

mung der Porphyrinfluoreszenz gleich grofle Sektorenflichen gewihlt. Bei der
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Quantifizierung wurde jeweils die zellspezifische Autofluoreszenz beriicksich-
tigt.!'**! Zusitzlich wurde fiir die duBeren Zelllagen der Sphiroide die Signifikanz
mit dem Mann-Whitney-U-Test unter dem Statistikprogramm SPSS (Version: SPSS
fiir Windows 10.0.7, SPSS Inc.) berechnet. Fiir p-Werte kleiner 0,05 wurde der

Unterschied signifikant genannt.

3.7.5 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Fiir die lichtmikroskopische Referenzbeurteilung der Fluoreszenzaufnahmen wurden

24 mit Hamatoxylin/Eosin gefirbt. Die

die Priparate nach einem Routineprotokoll!
Hématoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung) dient der deutlichen Visualisierung von
Kern- und Zytoplasmastrukturen und kann somit zur morphologischen Beurteilung
von zellhaltigen Pridparaten herangezogen werden. Jeweils der zur Fluoreszenzauf-
nahme gehorige Objekttrager wurde fiir 10 Minuten in Mayers Hamalaun gefarbt
und anschlieBend fiir weitere 10 Minuten in warmem Leitungswasser geblaut. Im
zweiten Férbeschritt wurden die Objekttrager wenige Sekunden in Eosin getaucht
und anschlieBend zweimal mit Leitungswasser gespiilt. Danach wurden die Zellen in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 bis 100 %), Isopropanol (100 %) und Xylol
fixiert. Nach dem Abtropfen des Objekttragers wurden die Priaparate unter Verwen-

dung von Entellan eingedeckelt und nach dessen Trocknung im Mikroskop begut-

achtet und aufgenommen.
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3.8 Platinbestimmung durch AAS

3.8.1 Quantitative Platinbestimmung mit der Atomabsorptions-

spektroskopie (AAS)

Die Bestimmung von Platinkonzentrationen in biologischen Materialien erfolgt
heute hauptsichlich mit HPLC!'*> %1 und AAS."™*" Die Vorteile einer Bestimmung
mittels HPLC liegen in der Unterscheidungsmoglichkeit zwischen einzelnen Platin-
verbindungen, wie z. B. Carboplatin und seinen aktivierten Komplexen. Jedoch ist
eine HPLC-Analytik nur durchfithrbar, wenn entsprechend detektierbare Chro-
mophore in den Testsubstanzen vorhanden sind. Dies trifft auf Cisplatin nicht zu.
Fiir die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe ist derzeit keine HPLC-Analytik etabliert,
wohingegen die AAS-Analytik standardméBig zur Platinbestimmung, vor allem von
Platinaddukten mit Bionukleophilen, verwendet wird. Mit AAS ist eine Substanz-
unterscheidung nicht moglich, da man nur in der Lage ist, die gesamte Konzentrati-
on des Platins zu bestimmen. Als Vorteile der AAS jedoch sind eine hohere Emp-
findlichkeit sowie eine leichte und schnelle Durchfiihrung der Bestimmung zu nen-
nen. Die Proben konnen direkt in das AAS-Gerit eingespritzt werden, ohne dass die

Analyten vorher extrahiert werden miissen.

3.8.2  Prinzip der Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)

Das Prinzip der AAS beruht darauf, dass ein durch ein angeregtes Atom emittiertes
Lichtquant von einem nicht angeregten Atom des gleichen Elements absorbiert wer-
den kann. Dazu lasst man die Analysenprobe verdampfen und schickt durch diesen
Dampf das Licht desjenigen Elements, das man bestimmen will. Daher wurde fiir
die Analyse von Platin eine Platin-Hohlkathodenlampe mit einer Emissionswellen-
lange von 265,9 nm verwendet. Die quantitative Bestimmung des Platins ergibt sich
aus dem Intensitétsverlust der Strahlung (Absorption durch das Platin) beim Durch-

tritt durch den Atomnebel.
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Zur Erzeugung von Atomen kommen in der AAS generell zwei Verfahren zur An-
wendung: zum einen die Atomisierung durch Einbringen der Probe in eine Flamme,
die sogenannte Absorptionsflammenphotometrie und zum anderen die elektrische
Atomisierung, bei der sich die Probe auf einem heizbaren Probentrager befindet, die
sogenannte flammenlose AAS, im Speziellen die GF AAS (graphite furnace AAS).
Die elektrothermische Atomisierung, die zur Erzeugung von Platinatomen verwen-
det wird, hat gegeniiber der Atomisierung durch eine Flamme einige Vorteile. Hier-
bei wird ein elektrisch leitender Probentrager aus einem chemisch inerten Material,
das hohe Temperaturen aushélt, aufgeheizt. Der gebrdauchlichste Trager ist ein klei-
nes Rohr aus Graphit, das innen mit einer Schicht aus pyrolytisch abgeschiedenem
Kohlenstoff ausgekleidet ist, um ein Versickern der Probelosung im ansonsten pord-
sen Graphit zu verhindern. Ein weiterer Vorteil der Beschichtung ist, dass durch die
kiirzere Kontaktzeit zwischen dem Platin und dem Graphit (kein Versickern) die
Moglichkeit der Bildung schwerldslicher Carbide erschwert ist. Zum Schutz des
Rohrmaterials und anderer Teile, die heill werden, wird wihrend des Aufheizvor-
gangs stindig ein Edelgas, meist Argon, durchgeblasen. Die Verwendung eines
Schutzgases kann jedoch die Alterung der Graphitrohre nur hinauszégern, aber nicht
verhindern. Durch den Angriff der Graphitschicht und durch Ablagerungen werden
die Messsignale stindig geringer, bis schlieflich nach ca. 60 Messungen das

Graphitrohr ausgewechselt werden muss.

Insgesamt gesehen ldsst sich Platin mit GF AAS relativ problemlos bestimmen,
wenn auch nicht mit allzu hoher Empfindlichkeit. Unter bestimmten Voraussetzun-
gen (keine storenden Matrixeffekte, wie z. B. erhebliche Signalerniedrigung durch
NaCl) liegt die charakteristische Masse! ) von Platin in einem lingsgeheizten Atomi-

sator mit einer Atomisierungstemperatur von 2650 °C bei 100 pg.

" Bei dem Begriff charakteristische Masse handelt es sich um die Masse des Analyten, die
mit einer Extinktion A =0,0044 (1 % Absorptionsgrad) oder einer zeitintegrierten Extink-
tion Ajp= 0,0044 s gemessen wird.
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Die Messung selber kann in drei Phasen unterteilt werden: eine Trocknungs-, eine
Veraschungs- und eine Atomisierungsphase. In der Trocknungsphase werden die
Losungsmittel verdampft. Um ein Verspritzen der Probe zu verhindern, muss die
Trocknung bis ca. 200 °C relativ langsam erfolgen. Im nichsten Schritt wird die
Probe verascht. Hier erfolgt durch eine Abspaltung von Kristallwasser, durch eine
Entfernung von hoher siedenden organischen Komponenten und durch Verdampfen
oder Sublimieren von anorganischen Salzen, die Matrix-Spur-Trennung. Wihrend
dieser Phase kann es bei bestimmten Matrices sinnvoll sein, statt Argon kurz Sauer-
stoff durchzublasen, um die Verbrennung zu verbessern oder durch Zusatz von so-
genannten Veraschungshilfen wie z. B. Salpetersdure storende Begleitstoffe leichter
fliichtig zu machen. Im letzten Schritt erfolgt die eigentliche Atomisierung, wobei
das Rohr schnell auf die zur Atomisierung des Platins ndtige Temperatur von
2650 °C aufgeheizt wird. Wahrend der Atomisierung wird der Gasstrom meist

unterbrochen, um die Atome moglichst lange im Atomisierungsraum zu halten.

Das ganze Aufheizen dauert etwa 2-3 Minuten. Danach wird das Rohr durch Was-

serkiihlung wieder auf Raumtemperatur gebracht.

Weitere Details iiber die Atomabsorptionsspektroskopie sind in der Monographie

[128]

von Welz nachzulesen.

3.8.3 Durchfithrung der Platinbestimmung

Die quantitative Bestimmung von Platin in biologischen Materialien wurde mit dem
von Koch (1993)!"*1 optimierten Verfahren mittels Atomabsorptionsspektroskopie
(AAS) durchgefiihrt.

3.8.3.1 Das Ofenprogramm

Um reproduzierbare Werte zu erhalten und eventuell auftretende Matrixeffekte zu
vermeiden, ist ein spezielles Ofenprogramm zur Veraschung der Probe nétig (Ta-

belle 7).
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Tabelle 7: Ofenprogramm zur quantitativen Platinbestimmung aus biologischen

Materialien.
Temperatur Zeit Gasfluss Gasart Signaldetektion
[°C] [s] [[/min] Ja / Nein
75 20 3 Argon Nein
80 15 3 Argon Nein
90 30 3 Argon Nein
120 15 3 Argon Nein
300 20 3 Argon Nein
500 10 3 Argon Nein
600 10 3 Sauerstoff Nein
600 10 3 Argon Nein
1200 15 3 Argon Nein
1200 2 3 Argon Nein
1250 2 0 Argon Nein
2650 0,7 0 Argon Ja
2650 1 0 Argon Ja
2650 2 3 Argon Nein

Die Probe wurde anfangs durch langsames Aufheizen des Graphitrohrs, wodurch ein

Verspritzen der Probe vermieden wurde, getrocknet. Wéahrend des Aufheizvorgangs
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wurde stdndig ein konstanter Strom von Argon als Schutzgas durch das Rohr gelei-
tet, was die Alterung des Graphitrohrs hinauszogert. Bei 600 °C wurde fiir einige
Sekunden Sauerstoff eingeleitet, um die Probe vollstindig zu veraschen. Wéhrend
der Atomisierung des Platins bei 2650 °C wurde der Gasfluss kurzzeitig unterbro-
chen, damit die Atome mdglichst lange im Atomisierungsraum gehalten werden

konnten und ihre Absorption bei A = 265,9 nm gemessen werden konnte.

Zu bedenken ist bei der graphite furnace AAS die Alterung der Graphitrohre. Zwar
kann die Abnutzung der Graphitrohre durch stindiges Einleiten des Schutzgases
Argon verzogert werden, doch ginzlich verhindern kann man sie nicht. Aus diesen
Griinden wurde das alte Graphitrohr nach etwa 60 Einzelmessungen gegen ein neues

ausgetauscht.

3.8.3.2 Kalibrierung

Eine Ampulle des Titrisol-Platinstandards ([H,(PtCls)], MERCK) wurde nach Vor-
schrift in einem Liter Millipore-Wasser geldst und im Kiihlschrank aufbewahrt. Die
Konzentration dieser Stammldsung betrug 1,0 mg Pt/ml. Der Arbeitsstandard, der zu

jeder AAS-Messreihe frisch hergestellt wurde, wurde durch Verdiinnung 1:100 mit
0,5 % HNOj erhalten.

Vor jeder Messung wurde zunichst eine Kalibriergerade mit Platinstandards im Be-
reich zwischen 0,5 und 6 ng Pt pro Einspritzung (jeweils 10 pl) erstellt. Dazu wurde
der Arbeitsstandard, eine wéssrige Losung von H,[PtClg] mit einer Konzentration
von 10 pg Pt/ml, mit 0,5 %iger HNO; zu den jeweiligen Eichldsungen verdiinnt. Es
wurden flinf verschiedene Eichldsungen mit 0,5 ng Pt/Einspritzung dazu 1, 2, 4 und
6 ng Pt/Einspritzung jeweils dreifach vermessen, gemittelt und daraus eine Kali-
briergerade erstellt. Da die Graphitrohre relativ schnell altern, wurde eine Reka-
librierung nach jeder dritten Probe durchgefiihrt und bei Bedarf das Graphitrohr ge-
wechselt. Der Arbeitsstandard und die Eichlosungen wurden vor jeder Messreihe

neu hergestellt. Als Nullwert wurde 0,5 % HNO; eingesetzt.
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3.8.4 Quantifizierung von zellassoziiertem Platin in J82- und

UROtsa-Zellen

3.8.4.1 Inkubation der Zellen mit Platinkomplexen

Fir die Aufnahmekinetiken wurden die Zellen aus einer Passage in 175 cm’
Kulturflaschen kultiviert. Pro Zeitpunkt bendtigt man eine Flasche. Die Substanzzu-
gabe erfolgte in Analogie der Aufnahmekinetik bei der Fluoreszenzspektroskopie
(sieche Kapitel 3.4.3.2). Entsprechend wurden die Tumor- und Normalzellen auch
hier mit einer Konzentration von 3 uM und 5 uM K1 und K2 bzw. Cisplatin im
Kulturmedium inkubiert. Wéhrend der gesamten Inkubationsdauer wurden die Zel-
len im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO; in einer wasserdampfgesittigten Atmosphé-

re belassen.

3.8.4.2 Probenvorbereitung fiir die Proteinbestimmung und AAS

Nach verschiedenen Zeitpunkten (0, 1, 2, 4, 7, 16 und 24 Stunden) wurde das sub-
stanzhaltige Medium sorgfiltig abgesaugt und die Zellen wurden zweimal mit etwa
20 ml PBS gewaschen. Nach Einwirkung von Trypsin/EDTA wurden die Zellen mit
10 ml Medium abgelost. Nach Zentrifugation (170 g, 10 min, 4 °C) wurden die
Zellen noch zweimal mit je 10 ml PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 1,25 ml
H,0 dest. aufgenommen und die Suspension mit Hilfe eines Ultraschallstabs (output
control: 4, % duty cycle: 60, pulsed) innerhalb 2 Minuten unter Eiskiihlung homo-
genisiert. Fiir die AAS-Messungen wurde diese Losung entweder direkt oder nach
geeigneter Verdiinnung mit H,O dest. eingesetzt. Zur Proteinbestimmung nach

Bradford (siehe Kapitel 3.8.4.3) wurde die Suspension 1:20 mit H,O dest. verdiinnt.

3.8.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford"*"

Das Arbeitsreagenz wurde durch Verdiinnung des Bio-Rad-Farbstoftkonzentrats mit

vier Volumenteilen entmineralisiertem Wasser hergestellt. Es wurde in einer brau-

nen Glasflasche aufbewahrt und ist maximal 2 Wochen stabil 3!
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Zur Proteinbestimmung wurden 2,5 ml Arbeitsreagenz mit 50 ul Probe versetzt und
durch vorsichtiges Umschwenken gemischt. Nach 5 Minuten wurde die Extinktion

im Photometer bei 595 nm gemessen.

Zur Erstellung der Kalibiergeraden wurden unterschiedlich konzentrierte HSA-
Losungen in Wasser hergestellt. Dazu wurde ein Stammldsung durch Einwaage von
2,0 mg pulverformigem HSA in ein Eppendorf-Reaktionsgefdll und Auffiillen mit
2000 pl H,O dest. vorbereitet. Hiervon wurden jeweils 50, 100, 200, 400 und 600 pl
entnommen und in Eppendorf-ReaktionsgefiBen mit H,O dest. auf 1000 pl auf-
gefiillt. Auf diese Weise ergaben sich 50, 100, 200, 400 und 600 ug HSA/ml
Wasser. Auch hier wurden jeweils 50 pl der Eichlésungen und 2,5 ml des Arbeits-

reagenzes vermischt und bei 595 nm vermessen.

3.8.4.4 Ultrafiltration

Eine 5-10° M Stammlosung der Platinkomplexe K1, K2 und Cisplatin wurde
1:1000 mit PBS-Losung verdiinnt. Diese Proben wurden zum einen direkt in das
AAS-Gerit eingespritzt. Zum anderen wurden 400 ul der nicht filtrierten Proben
durch ein Nanosep 10K- oder 30 K-Filter ultrafiltriert (4300 g, 15 min, 4 °C). Sofort
im Anschluss wurden auch die ultrafiltrierten Proben zur Platinbestimmung im

Atomabsorptionsspektrometer vermessen.
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3.8.5 Quantifizierung von DNA-gebundenem Platin in J82- und
UROtsa-Zellen

3.8.5.1 Inkubation der J82- und UROtsa-Zellen mit Platinkomplexen

Fiir die Quantifizierung von DNA-gebundenem Platin wurden die Zellen aus einer
Passage in 175 cm>-Kulturflaschen kultiviert. Pro Messpunkt wurden 5 175 cm’
Kulturflaschen benétigt. Die Substanzzugabe erfolgte entsprechend Kapitel
3.4.3.2.1. Als Testsubstanzkonzentrationen wurden 3 uM bzw. 5 uM eingesetzt.
Wihrend der gesamten Inkubationsdauer wurden die Zellen im Brutschrank bei

37 °C, 5 % CO, in einer wasserdampfgesittigten Atmosphére belassen.

Nach 24 Stunden Inkubation wurde das substanzhaltige Medium sorgfiltig abge-
saugt und die Zellen wurden zweimal mit etwa 10 ml PBS gewaschen. Die Zellen
wurden mit Hilfe von Trypsin/EDTA abgelost, entsprechend inkubierte Zellen ver-
eint und pelletiert. Nach Zentrifugation (500 g, 10 min, 4 °C) wurden die Zellen
noch zweimal mit je 20 ml PBS gewaschen und anschlieBend wurde die Zellzahl mit

Hilfe der Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

3.8.5.2 Lyse mit Proteinase K

Zur Lyse der Zellen wurde liber Nacht ein Verdau mit Proteinase K angesetzt. Dazu
wurde zum Zellpellet eine Losung bestehend aus 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
und 10 mg/ml Proteinase K in Lysepuffer gegeben. Diese Mischung wurde tber

Nacht bei 50 °C im Wasserbad inkubiert.

3.8.5.3 Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion

Nach dem Proteinase K-Verdau wurde zu den Proben eine dquivalente Menge eines
Gemischs aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (25/24/1; v/v/v) vorsichtig
pipettiert. Diese Mischung wurde leicht geschiittelt, bis eine homogene weille Phase

entstand. Bei Zentrifugation (1700 g, 10 min) trennte sich die wéssrige von der or-
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ganischen Phase und in der Interphase befanden sich die Proteine. Die DNA war
aufgrund der polaren Gruppen des Zuckerphosphat-Riickgrats in der oberen
wassrigen Phase. In der unteren organischen Phase verblieben hydrophobe Lipide.
Die obere DNA-haltige Phase wurde vorsichtig abgenommen. Um die Reinheit der
DNA-Isolierung zu erhéhen, wurde diese Prozedur der Phenol/Chloroform/Isoamyl-
alkohol-Extraktion solange wiederholt, bis sich keine Interphase mehr bildete, d. h.

keine kontaminierenden Proteine mehr vorhanden waren.!'*?

3.8.5.4 Ethanolfillung der DNA

Zur DNA-haltigen Fliissigkeit wurde zur Konzentration und Erh6hung der Reinheit
der DNA ein Volumendquivalent an 7,5 M Ammoniumacetat und 2 Volumenéqui-
valente an 100 % Ethanol gegeben. Der Ansatz wurde nun vorsichtig gemischt. Die
Sedimentation der gefdllten DNA erfolgte durch Zentrifugation bei 1700 g fiir
2 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde zur Entfernung von
Salzen und Phenol mehrmals mit 70 % Ethanol gewaschen. Anschlieend wurde das
ReaktionsgefdB mit der Offnung nach unten auf sauberes, saugfihiges Papier zur
Trocknung gestellt. Danach wurde das DNA-Pellet in 250 pl TE-Puffer aufgenom-

men.[m]

3.8.5.5 Bestimmung der DNA-Konzentration und des Reinheitsgrads

DNA besitzt ein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Zur Bestimmung des DNA-
Gehalts der Proben wurden diese in einem UV/Vis-Spektralphotometer gegen einen
Nullwert (TE-Puffer) gemessen. Die Messung erfolgt in 1 ml-Quarzkiivetten und die
Extinktion wurde bei 260 nm bestimmt. Eine optische Dichte von 1 entspricht ca.
50 pg/ml doppelstrangige DNA, ca. 40 ug/ml RNA bzw. 33 pug/ml einzelstringiger
Oligonukleotide. Zur Bestimmung des Reinheitsgrads der Proben wurden diese zu-
sdtzlich bei 280 nm vermessen, einem Absorptionsmaximum von Proteinen, denn
aus dem Quotienten der optischen Dichte von 260 nm zu 280 nm koénnen Aussagen

zur Reinheit einer DNA-Probe gemacht werden. Werte fiir eine reine Priparation
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liegen zwischen 1,8 und 2,0. Nur Proben, die dieser Reinheit entsprachen, wurden

fiir die Messung der Platingehalte verwendet.

3.8.5.6 AAS-Messung des Platingehalts der isolierten DNA

Fiir die AAS-Messungen wurden obige DNA-Proben direkt eingesetzt. Die DNA-
Platinierung wird als Anzahl der Basenpaare pro Platinatom angegeben, was mit
Hilfe des bestimmten Platingehalts und der oben gemessenen DNA-Konzentration

berechnet werden kann.
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3.9 Absorptionsspektren

Bei der Aufnahme von Absorptionsspektren wird Licht mit variabler Wellenlédnge
durch die zu untersuchende Probe geleitet, die sich in einer Kiivette mit definierter
optischer Weglénge befindet. Aus dem Verhéltnis der Intensitdt des durch die Probe
transmittierten Lichts und des auf die Probe auftreffenden Lichts wird die Extinktion

bestimmt. Uber das Lambert-Beer’sche Gesetz
E=¢-c-d

mit

E = Extinktion

¢ = molarer Extinktionskoeffizient in 1 mol™ cm™

¢ = Konzentration in mol I"!

d = Schichtdicke in cm

kann der molare Extinktionskoeffizient € berechnet werden. Fiir die Auftnahme des
Absorptionsspektrums von L, K1 und K2 sowie der Bestimmung der DNA-
Konzentration und des Reinheitsgrads der isolierten DNA diente ein Uvikon 930

UV-Spektrophotometer (Kontron).
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3.10 Bestimmung der Glutathionkonzentration und des Ein-
flusses von Buthioninsulfoximin auf J82- und UROtsa-

Zellen

Resistenzerscheinungen sind inzwischen das Hauptproblem bei der chemotherapeu-
tischen Behandlung von Tumoren mit Platinverbindungen. Bestimmte Tumorarten,
z. B. das Mammakarzinom, sprechen von Anfang an nicht auf eine Cisplatin-
Behandlung an (intrinsische Resistenz), wéahrend sich bei anderen Tumoren das Re-
sistenzverhalten erst im Laufe der Therapie entwickelt (erworbene Resistenz). Dabei

werden heute verschiedene Mechanismen diskutiert, wie z. B. Variationen im Folat-

[134] [135

Metabolismus und in der Expression von Onkogenen,''*” Verinderungen des

[136

transmembranen Transports von Cisplatin,!*® oder verbesserte DNA-Reparatur-

fahigkeit.!'*”

Der Glutathionspiegel in den verschiedenen Zellen spielt ebenfalls eine entschei-
dende Rolle."*®! Platinkomplexe kénnen mit der Sulfhydrylgruppe von Glutathion
abreagieren, was moglicherweise durch das Enzym Glutathion-S-Transferase

katalysiert wird, und stehen dann fiir die Platinierung der DNA nicht mehr

[139

zur Verfiigung."**! Durch Zugabe von Buthioninsulfoximin (BSO), ein Hemmstoff

der Glutathionbiosynthese, kann die Konzentration an Glutathion erniedrigt werden,

was sich in einer Erhohung der Sensitivitit der Zellen gegeniiber Cisplatin aus-

(140} Neben Glutathion kénnen auch andere intrazellulire Thiole wie

[141

wirken sollte.

Metallothionein''*"! Platinverbindungen deaktivieren.

3.10.1 Chemosensitivitatstest mit BSO

Untersucht wurde eine mogliche Verdnderung des wachstumshemmenden Effekts
der Platinverbindungen bei Mitinkubation von 50 uM BSO auf J82- und UROtsa-
Zellen."**) Dazu wurde eine 5 - 10? M BSO-Stammlosung in sterilem PBS herge-

stellt. Die Durchfiihrung des Chemosensitivititstests, das Aussden der Zellkulturen,



Material und Methoden 66

die Herstellung und Lagerung der Wirkstofflosungen und die Substanzzugabe er-
folgten in Analogie zu Kapitel 3.3.1. Getestet wurde das Proliferationsverhalten von
J82- und UROtsa-Zellen unter Platinkomplex-, Platinkomplex- und 50 uM BSO-
und nur 50 uM BSO-Inkubation. Der erste Zeitpunkt des Chemosensitivitétstests

wurde 48 Stunden nach der Substanzinkubation genommen.

3.10.2 Ellman-Assay

Die Quantifizierung des Gesamt-SH-Gehalts (d. h. SH-Gruppen in Proteinen und in
niedermolekularen Verbindungen) und des SH-Gehalts von niedermolekularen Ver-
bindungen (d. h. L-Cystein und vor allem Glutathion) in biologischen Materialien
kann spektralphotometrisch nach der Methoden von Ellman erfolgen.'*! 55°-
Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB, Ellman’s Reagenz) wird durch SH-Gruppen
zu einem Aquivalent 2-Nitro-5-mercaptobenzoesiure reduziert (Abbildung 24). Das
Saureanion von 2-Nitro-5-mercaptobenzoeséure ist intensiv gelb gefarbt und kann
somit zur Bestimmung von SH-Gruppen verwendet werden. Hierzu wird die Ex-

tinktion bei 412 nm im UV/Vis-Spektrophotometer gemessen.

HOOC COOH
5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) (DTNB)

COOH COOH

2-Nitro-5-mercaptobenzoesiure

Abbildung 24: Reaktionsschema von 35,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure) mit SH-Gruppen

zur spektrophotometrisch detektierbarem 2-Nitro-5-mercaptobenzoesdure.
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3.10.2.1 Inkubation der J82- und URQOtsa-Zellen

Fiir die Bestimmung des Gesamt-SH-Gehalts und des SH-Gehalts von niedermole-

1441 in 182- und UROtsa-Zelllinie wurden die Zellen aus einer

kularen Verbindungen'
Passage in 175 cm*-Kulturflaschen kultiviert. Pro Zelllinie wurden zwei Flasche
bendtigt. Die BSO-Zugabe erfolgte, wenn der Boden der Kulturflaschen etwa zu %
mit Zellen bedeckt war. Dabei wurde zu jeweils einer 175 cm*-Kulturflasche 50 pM
BSO-haltiges Medium nach Absaugen des alten Mediums pipettiert. In der zweiten
Kulturflasche wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Wéhrend der gesamten In-
kubationsdauer wurden die Zellen im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, in einer was-
serdampfgesittigten Atmosphire belassen. Nach 24 Stunden Inkubation wurde das
Medium sorgfiltig abgesaugt, die Zellen wurden zweimal mit etwa 20 ml PBS ge-
waschen und anschlieBend abtrypsiniert. Nach Zentrifugation (170 g, 10 min, 4 °C)
und nochmaligem Waschen mit PBS wurde jeweils die Zellzahl mit Hilfe der
Neubauer-Ziahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden mittels Ultraschall unter Eis-
kiihlung homogenisiert. Fiir die Bestimmung des Gesamt-SH-Gehalts und des
SH-Gehalts von niedermolekularen Verbindungen wurden die Zellhomogenisate
von unbehandelten und mit BSO-behandelten Zellen nochmals aufgeteilt, wobei
jeweils eine Zellsuspension zusétzlich mit 10 % Trichloressigsdure, fiir die Bestim-
mung des SH-Gehalts von niedermolekularen Verbindungen, versetzt wurde. Ab-
schlieBend wurden alle Proben zentrifugiert (3000 g, 5 min) und konnten nun in den

Ellman-Assay eingesetzt werden.

3.10.2.2 Vorbereitung der Glutathionstandards

Reduziertes Glutathion wurde in 20 mM Triethanolamin zu einer Endkonzentration
von 20 mM aufgeldst. Vor jeder Messreihe wurde aus dieser Stammlosung der Ar-
beitsstandard hergestellt. Der Arbeitsstandard (1 mM) erhielt man durch Verdiin-

nung 1:20 mit 20 mM Triethanolamin. Fiir die eigentliche Glutathionstandardreihe
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wurden Losungen mit den Glutathionkonzentrationen 0, 50, 100, 250, 500, 1000 uM

durch Verdiunnen des Arbeitsstandards erneut mit Triethanolamin vorbereitet.

3.10.2.3 Gesamt-SH-Gehalt in J82- und UROtsa-Zellen

Zu 40 pl von Glutathionstandard und nicht Trichloressigsdure behandelten Proben
wurden je 150 ul Tris/HCl-Puffer (pH 8,2), 50 pul einer 150 uM DTNB-L&sung
(DTNB in Methanol geldst) und 800 pul Methanol gegeben. Nach Zentrifugation
(3000 g, 5min) wurden die Proben bei 412 nm im UV/Vis-Spektrophotometer

vermessen.

3.10.2.4 SH-Gehalt von niedermolekularen Verbindungen in J82- und
UROtsa-Zellen

Zu 200 pl des Uberstands der Trichloressigsiure-Fillung oder den Glutathion-
standards wurden 800 ul Tris/HCIl-Puffer (pH 8,9) und 80 pl einer 150 uM DTNB-
Losung (DTNB in Methanol gelost) pipettiert. AnschlieSend wurden die Proben bei

412 nm vermessen.

Mit Hilfe der jeweiligen Kalibrierung konnte so der Gesamt-SH-Gehalt und der
SH-Gehalt von niedermolekularen Verbindungen von unbehandelten und mit BSO-
vorbehandelten J82- und UROtsa-Zellen bestimmt werden. Aus der Differenz liefe

sich der proteingebundene Anteil berechnen.
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3.11  Statistische Auswertung

Fiir jede analytische Untersuchung wurden jeweils mindestens drei unabhingige
Experimente durchgefiihrt. Die Daten wurden als Mittelwerte mit den zugehdrigen

Standardabweichungen angegeben (Excel).



4 Kapitel

Ergebnisse

In vitro-Untersuchungen der wasserloslichen

Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1 und K2

4.1 Chemosensitivitatstest

Das Ansprechverhalten von J82- und UROtsa-Zellen auf die beiden Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexe K1 und K2 wurde in einem In-vitro-Screening-Verfahren un-
tersucht."'” Bei diesem Verfahren werden J82- oder UROtsa-Zellen in 96-Loch-
Mikrotiterplatten ausgesédt. Die Mikrotiterplatten-Kulturen werden dann wihrend
ihrer ,,exponentiellen” Wachstumsphase mit verschiedenen Konzentrationen der zu
testenden Verbindungen behandelt. Nach definierten Inkubationszeiten wird der
Anteil der Zellmasse durch Fiarbung der Nukleoproteine mittels Kristallviolett
kolorimetrisch (578 nm) bestimmt. Die Intensitit der Zellfarbung ist der Zellzahl

direkt proportional H'**!

Eine Beurteilung der zytotoxischen Wirkung der Substanzen erfolgte nach einer

Einteilung in vier Gruppen:
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e Keine Wirkung - es ist keine signifikante Anderung der Wachstumskurve im
Vergleich zur Kontrolle erkennbar.

o Wachstumshemmende Wirkung - die Zellen werden geschiadigt und zeigen ein
deutlich langsameres Wachstum als die Kontrolle, erreichen aber schlieBlich den
Kontrollwert.

o Zytostatische Wirkung - die Zellteilung wird verhindert, die Zellmasse bleibt kon-
stant.

o Zytozide Wirkung - die Substanzen bewirken den Tod und die Lyse der Zellen.

Die Zellmasse fillt wiahrend der Inkubation unter den Anfangswert.

Die Wirkung einer Substanz wird nach

T-Co

T/Ceor. [70] =
C-Co

- 100 [%]

berechnet, mit

T = mittlere Absorbanz der behandelten Zellen
C = mittlere Absorbanz der Kontrolle

Co = mittlere Absorbanz der Zellen zum Zeitpunkt der Substanzzugabe.

Das Ausmal} zytozider Substanzwirkungen wird unabhingig vom Wachstum der
Kontrolle berechnet. Die spezifische Wachstumsrate Zytozidie [%] ergibt sich somit

nach:

Co—T

0

Zytozidie [%] =

- 100 [%]

Die Ergebnisse sind als Wachstumskurven durch Auftragung der Absorbanz fiir die
Kontrolle, T/C,q.. [%] oder Zytozidie [%] gegen die Inkubationszeit dargestellt. Die
korrigierten T/C-Werte spiegeln die Hemmung des Zellwachstums wider. Dabei
stellen die Werte zwischen 0 und 100 % den Wirkbereich dar, wobei 0 % ein zum

Stillstand gekommenes Zellwachstum bedeutet (zyfostatische Wirkung), wéhrend
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100 % ein der unbehandelten Referenzplatte (Kontrolle) entsprechendes Wachstum
anzeigt (keine Wirkung). Auch Werte tiber 100 % sind in der Testmodalitét vorgese-
hen; diese signalisieren eine Stimulation des Zellwachstums durch den Wirkstoff.
Im Gegensatz dazu hiefle 100 % Zytozidie eine vollstindige Lyse der Tumor- oder
Normalzellen vom Boden der 96-Loch-Mikrotiterplatten. Aufgrund der Versuchs-
durchfithrung sind jedoch maximale Zytozidie-Werte von etwa 90 % zu erreichen.
Es75, die im Rahmen der Chemosensitivititstests nach Kristallviolett-Farbung
gemessene Absorbanz (Extinktion) bei A = 578 nm, ist die Ordinate fiir die Wachs-
tumskurve der Kontrolle. Der verschiedenartige Kurvenverlauf der Wachstumskur-
ven der Kontrollen ist die Folge einer unterschiedlichen Aussaatdichte der Tumor-
oder Normalzellen (siche Kapitel 3.3.1.1).1"'%! Der Ubersichtlichkeit halber wurden

die Fehler in den Wirkungsspektren nur zu einer Seite hin aufgetragen.

4.1.1 Chemosensitivitatstest verschiedener Zytostatika an huma-

nen Harnblasen-Zelllinien

Zunichst wurde das Ansprechverhalten der beiden Zelllinien, J82 und UROtsa, auf
die antiproliferative Wirkung von verschiedenen Zytostatika hin untersucht. Dabei
wurden Zytostatika ausgewdhlt, die in der klinischen Behandlung von Harnblasen-
karzinomen Anwendung finden. Neben den in der Standard-Polychemotherapie ein-
gesetzten Verbindungen, Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin,!*®!
wurden auch neue in der Literatur diskutierte Verbindungen, wie Gemcitabin,

[147] Die Auswahl der verwendeten Konzentra-

Paclitaxel und Mitomycin C getestet.
tionen erfolgte in Anlehnung an in der Literatur beschriebene Chemosensitivitits-
tests. Generell ldsst sich festhalten, dass alle verwendeten Zytostatika ein dhnliches
Wirkungsspektrum im Vergleich J82- zu UROtsa-Zellen zeigen (Abbildung 25 bis
Abbildung 28). Mogliche Griinde fiir ein derartiges Ergebnis konnten die bekannte

geringe Selektivitit von Zytostatika zu neoplastischem Gewebe sein.
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Abbildung 25: Antiproliferative Wirkung verschiedener Zytostatika in unterschiedlichen

Konzentrationen auf J82-Zellen (19. Passage) bei Dauerinkubation. A: Metho-

trexat; B: Vinblastin; C: Adriamycin und D: Cisplatin.
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Abbildung 26: Antiproliferative Wirkung verschiedener Zytostatika in unterschiedlichen
Konzentrationen auf J82-Zellen (19. Passage) bei Dauerinkubation. A: Gemcitabin,
B: Paclitaxel und C: Mitomycin C.



Ergebnisse und Diskussion

75

CorT. [%]

Zytozidie [%] T/C

S e

Zytozidie [%]

60 1 1 1

0 25 50 75

L 0,0
100 125

Inkubationszeit [h]

Kontrolle o
Methotrexat 100 nM &

140 T T

Methotrexat 1 uM
Methotrexat 10 uM

120 -(::

60 1 1 1
0

25 50 75

L 0,0
100 125

Inkubationszeit [h]

Kontrolle o
Adriamycin 10 nM 2

Adriamycin 100 nM

Adriamycin 1 uM

—

CorT. [%

T/C

Zytozidie [%]

°
<&

Zytozidie [%]

[
O

140 T T

120
100
80
60
40

20

2,0

L5

E578

1,0

0,5

0 25 50

75

L 0,0
100 125

Inkubationszeit [h]

Kontrolle
Vinblastin 1 nM

140

O
A

Vinblastin 10 nM
Vinblastin 100 nM

120

100:

80

60

40

20

60 bt

0 25 50

Kontrolle
Cisplatin 0,5 pM

75
Inkubationszeit [h]

O
AN

n 1 n 0
100 125

5

Cisplatin 1 uM
Cisplatin 5 uM

Abbildung 27: Antiproliferative Wirkung verschiedener Zytostatika in unterschiedlichen
Konzentrationen auf UROtsa-Zellen (40. Passage) bei Dauerinkubation. A: Metho-
trexat; B: Vinblastin; C: Adriamycin und D: Cisplatin.
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Abbildung 28: Antiproliferative Wirkung verschiedener Zytostatika in unterschiedlichen

Konzentrationen auf UROtsa-Zellen (40. Passage) bei Dauerinkubation. A: Gem-

citabin; B: Paclitaxel und C: Mitomycin C.
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4.1.2 Chemosensitivitatstest in Dauerinkubation

An der J82- und UROtsa-Zelllinie wurde die Wirkung der Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe K1 und K2, dazu vom Porphyrinliganden L. und der Referenzsubstanz
Hamatoporphyrin (HP) fiir die Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM und 5 pM unter-
sucht. Abbildung 29 und Abbildung 30 zeigen die ensprechenden Wachstums-

kurven.

Beide Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1 und K2 wirken proliferationshemmend
bzw. zytozid auf die J82- wie auch auf die UROtsa-Zellen im Dunkeln unter Dau-
erinkubation. Die J82-Zelllinie, als Modell fiir ein invasives Harnblasenkarzinom
gewdhlt, ist im Vergleich zur Zelllinie UROtsa, die als Phanotyp normalen Urothels
anzusehen ist, gegeniiber dem Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 deutlich sensitiver.
So nimmt T/C,,,. bei K1, bei 5 uM und J82-Zellen auf etwa 1 %, bei 1 uM auf etwa
25 % und bei 0,5 uM auf etwa 31 % nach 120 Stunden Dauerinkubation ab. Hinge-
gen ist die antiproliferative Wirkung von K1 auf UROtsa-Zellen
geringer, denn die korrespondierenden T/C,,,-Werte sind bei 5 uM etwa 35 %, bei
1 uM etwa 49 % und bei 0,5 uM etwa 78 %. In beiden Fillen, sowohl fiir die J82-
als auch die UROtsa-Zelllinie, liegt bei K1 ein ideales Konzentrations-Wirkungs-
Verhiltnis vor. Die zum Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 gehorige Platin-
Referenzverbindung Cisplatin schéadigt jedoch J82- wie auch UROtsa-Zellen im
gleichen Malle unabhéngig von der eingesetzten Konzentration (siche Abbildung 25
und Abbildung 27). Der Porphyrin-Platin(II)-Komplex K2 weist in Bezug auf beide
Zelllinien ein dhnliches Wirkungsspektrum auf. In allen drei Konzentration zeigt K2

eine starke antiproliferative Wirkung auf J82- und auf UROtsa-Zellen.

Fiir den zu den Platinverbindungen gehorigen Porphyrinliganden L ist ersichtlich,
dass L einen geringfiigigen zytotoxischen Effekt bei 5 uM auf J82-Zellen ausiibt.
Bei den niedrigeren Konzentrationen 0,5 uM und 1 uM ist L. wirkungslos. An der
UROtsa-Zelllinie zeigt L. auch in der hochsten Konzentration von 5 pM keine

wachstumshemmende Wirkung.
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Abbildung 29: Einfluss von L (4), K1 (B), K2 (C) und Hdmatoporphyrin (HP, D) auf das
Wachstum der J82-Harnblasenkarzinom-Zelllinie (22. Passage) in Dauerinkubati-

on.
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Abbildung 30: Einfluss von L (4), K1 (B), K2 (C) und Hdamatoporphyrin (HP, D) auf das
Wachstum der UROtsa-Zelllinie (42. Passage) in Dauerinkubation.



Ergebnisse und Diskussion 80

4.1.3 Untersuchung zur Inaktivierung der Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe K1 und K2 im Kulturmedium

Platinkomplexe konnen mit Nukleophilen reagieren und dadurch inaktiviert werden.
Im Chemosensitivititstest mit Vorinkubation wurde untersucht, wie lange die
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe K1 und K2 in aktiver Form im Kulturmedium vor-
liegen. Dazu wurden K1, K2, Cisplatin (CP) und der Porphyrinligand L in einer
Endkonzentration von 5 uM im Kulturmedium (EMEM + 5 % FCS) unter Stan-
dardbedingungen (wasserdampfgesittigte Atmosphire mit 5 % CO,) bei 37 °C im
Dunkeln inkubiert. Nach 2, 6, 12 und 24 Stunden Vorinkubation wurde mit diesen
Medien ein Chemosensitivititstest an J82- und UROtsa-Zellen durchgefiihrt. Zum
Zeitpunkt t = 0 wurden die mit den Substanzen versetzten Medien den Zellkulturen
zugegeben. Zum Vergleich wurden die Platinkomplexe auch ohne Vorinkubation im
Versuch (0 Stunden) eingesetzt. Dazu wurden die Substanzen unmittelbar vor der
Substanzzugabe 1:1000 mit frischem Medium verdiinnt und auf eine Endkonzentra-
tion von 5 uM gebracht. Die Aktivitdtsverdnderungen der Platinkomplexe durch die

Vorbehandlung wurde in einer Proliferationskinetik iiber 120 Stunden verfolgt.

In allen Fillen ist eine Abhédngigkeit der Substanzstabilitit von der Dauer der Vor-
inkubation im Kulturmedium zu beobachten. Nach 24-stiindiger Vorinkubation
nimmt bei allen Substanzen die Wirksamkeit ab (Abbildung 31 und Abbildung 32).
Jedoch lasst sich fiir die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1 und K2 festhalten, dass
ihr Aktivitatsverlust im Vergleich zu Cisplatin bei der J82-Zelllinie deutlich geringer
ist (Abbildung 31). In T/C,,,-Werten ausgedriickt bedeutet dies fiir K1 eine Erho-
hung von ca. 1 % bei 0 Stunden Vorinkubation auf etwa 10 % bei 24 Stunden Vor-
inkubation. Fiir K2 von 4,1 % zytozidem Effekt auf etwa 1 % korrigiertem T/C und
fur Cisplatin von 5,5 % zytozidem Effekt auf etwa 27 % korrigiertem T/C-Wert.
Demnach werden die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe durch Reaktionen mit Nukle-
ophilen im Kulturmedium, wie z. B. Aminosduren und Serumproteine, langsamer

inaktiviert als Cisplatin und sind demnach stabiler.
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Abbildung 31: Einfluss der Vorinkubation von L (4), KI (B), K2 (C) und Cisplatin (D) im
Kulturmedium auf deren proliferationshemmende Wirkung an J82-Zellen (23.

Passage).
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Abbildung 32: Einfluss der Vorinkubation von L (4), K1 (B), K2 (C) und Cisplatin (D) im
Kulturmedium auf deren proliferationshemmende Wirkung an UROtsa-Zellen

(43. Passage).
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Die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1 und K2 und Cisplatin zeigen bis zu

6 Stunden Vorinkubation keinen Wirkungsverlust.

Ahnliches lisst sich fiir die UROtsa-Zelllinie feststellen, wobei auch hier der Akti-
vitdtsverlust von Cisplatin im Rahmen der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe K1 und
K2 liegt (Abbildung 32). Hervorzuheben ist auch hier in Ubereinstimmung mit dem
Chemosensitivitdtstest bei Dauerinkubation (Abbildung 29 und Abbildung 30), dass
K1 auf J82-Zellen eine deutlich stirkere wachstumshemmende Wirkung aufweist
als auf normale urotheliale Zellen. K2 und Cisplatin schadigen beide Zelllinien in

gleichem Mafe.

Wie zu erwarten, ist der Porphyrinligand L. im Bereich des Fehlers unbeeinflusst
von der Dauer der Vorinkubation sowohl bei der J82- wie auch bei der UROtsa-

Zelllinie.

4.1.4 Chemosensitivititstests bei Kurzzeitinkubation mit K1 und

K2

Zur Untersuchung der fiir eine Hemmwirkung benétigten Kontaktdauer der Platin-
komplexe mit den J82- oder UROtsa-Zellen wurden Zellversuche mit zeitlich be-
grenzter Wirkstoffinkubation durchgefiihrt. Dabei wurden die Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe K1 und K2 und Cisplatin (CP) 3, 6, 12 und 24 Stunden im Dunkeln auf
den Zellen belassen und danach durch frisches zytostatikafreies Medium ersetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen weiter inkubiert. Bei dieser Vorgehensweise hat
das Zytostatikum nur die entsprechende Substanzinkubationszeit, um in die Zellen
aufgenommen zu werden und diese in ihrem Wachstum zu hemmen. Als Vergleich
wurden alle Substanzen auch in Dauerinkubation mitgetestet, d. h. es wurde kein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Die erzielten Hemmeffekte wurden wie iiblich mit

dem Kiristallviolett-Assay ermittelt.
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Abbildung 33: Wirkung verschiedener Kurzzeitinkubationen und der Dauerinkubation auf

J82-Zellen (24. Passage) mit 5 uM K1 (A), K2 (B) und Cisplatin (C).
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Abbildung 34: Wirkung verschiedener Kurzzeitinkubationen und der Dauerinkubation auf

UROtsa-Zellen (47. Passage) mit 5 uM K1 (4), K2 (B) und Cisplatin (C).
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Fiir die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe K1 und K2 erhélt man fiir beide Zelllinien
nach Reduzieren der Inkubationszeit von Dauerinkubation tliber 24 Stunden Inkuba-
tion bis zu 3 Stunden Inkubation fast identische Hemmuverldufe. Die durch 5 uM K1
und K2 nach bereits 3 Stunden verursachten Schidden an den J82- und UROtsa-
Zellen bewirkten den vollen wachstumshemmenden Effekt wie bei Dauerinkubation

(Abbildung 33 und Abbildung 34).

5 uM Cisplatin erzielt wihrend der 12- und 24-stiindigen Kurzzeitinkubation bei
J82-Zellen den vollen zytoziden Effekt wie bei Dauerinkubation. Nach 3- bzw.
6-stiindiger Einwirkdauer ist Cisplatin jedoch nur noch voriibergehend zytostatisch
und nach etwa 75 Stunden Inkubation beginnt die Kultur wieder zu wachsen. Bei
Dauerinkubation wurde ein zytozider Effekt nach 140 Stunden Inkubation von etwa
8 % erreicht, wohingegen bei 6 Stunden Kurzzeitinkubation der T/C,..-Wert etwa
27 % betriagt und bei 3 Stunden 63 % (Abbildung 33). Fiir die UROtsa-Zelllinie sind
die Effekte bei Cisplatin dhnlich, jedoch geringer ausgepriagt. So nimmt hier die
antiproliferative Wirkung von Cisplatin bei Dauerinkubation vom zytoziden Effekt
7 % hin zur 3-stiindiger Inkubation auf einen T/C,..-Wert von etwa 26 % ab (Ab-
bildung 34).

Sowohl bei der invasiven Harnblasenkarzinom-Zelllinie als auch bei den normalen
urothelialen Zellen wirken die Porphyrin-Platin(I1)-Komplexe K1 und K2 schneller
als Cisplatin. D. h., dass das in der Klinik bereits verwendete Zytostatikum Cisplatin
mehr Zeit als die Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe bendtigt, um die volle Wirkung zu

entfalten.
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4.1.5 Antiproliferative Wirkung der Porphyrin-Platin(II)-

Komplexe an humanen Zellen mit und ohne Bestrahlung

Zusitzlich zur Dunkeltoxizitdt wurden fiir die Untersuchung der photodynamischen
Effektivitit sowohl J82- als auch UROtsa-Zellen nach Porphyrin-Platin(II)-
Komplex-Inkubation mit Licht der Wellenldnge 600 bis 730 nm und einer Energie-
dosis von 24 J/cm® bestrahlt. Als Vergleich zu K1 und K2 wurden auch der Porphy-
rinligand L, Cisplatin, Himatoporphyrin und eine Mischung aus Cisplatin und Hé-
matoporphyrin bei einer Konzentration von 0,5 pM und 1 uM getestet. 24 Stunden
nach der Substanzzugabe erfolgt die Bestrahlung analog Kapitel 3.2.

Parallel zu den Bestrahlungsversuchen wurden immer unbestrahlte 96-Loch-
Mikrotiterplatten mitgefiihrt. Diese sogenannten Dunkelkontrollen wurden mit

Ausnahme der Bestrahlung gleich behandelt.

In den folgenden Wachstumskurven bedeutet u# unbestrahlt und b bestrahlt. Die
Bezugswachstumskurve ist die Kontrolle auf den unbestrahlten 96-Loch-Mikro-
titerplatten, angegeben als Extinktion Esss. Uberpriift wurde die Richtigkeit der
Chemosensitivititstests mit Bestrahlung durch Bildung des Quotienten aus be-
strahlter und unbestrahlter Kontrolle fiir jeden genommenen Zeitpunkt, der einen
Wert von etwa 100 % besitzen muss. Der erste Zeitpunkt der Kinetik wurde sofort

nach der Bestrahlung genommen. Alle weiteren folgten in Abstinden von etwa

24 Stunden.

Wie in Abbildung 35B gezeigt, beeinflusste Himatoporphyrin, die Referenzsubstanz
fiir den photodynamischen Effekt, die Proliferation der J82-Zellen weder im
Dunkeln noch nach Bestrahlung. Fiir den Porphyrinliganden L (Abbildung 35A)
wurde ebenfalls keine intrinsische Toxizitit festgestellt. Hingegen wurde durch L
ein Reduzierung der Zellmasse durch 10-miniitiges Bestrahlen mit inkohédrentem
Licht hervorgerufen, was in einer Zytostase mit einem T/C.,,-Wert von etwa 80 %

resultierte.
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Abbildung 35: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss des Porphyrinliganden L
(4), von Hdamatoporphyrin (HP, B), Cisplatin (CP, C) und einer Mischung aus Cis-
platin und Hdmatoporphyrin (CP/HP, D) auf das Wachstum der J82-Harnblasen-

karzinom-Zellen (23. Passage). u: unbestrahlt; b: bestrahlt.
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Abbildung 36: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss der Porphyrin-Platin(I)-
Komplexe K1 (A) und K2 (B) auf das Wachstum der J82-Harnblasenkarzinom-
Zellen (23. Passage). u: unbestrahlt; b: bestrahlt.

Die Vergleichssubstanz fiir den zytotoxischen Effekt Cisplatin (Abbildung 35C)
weist im Chemosensitivititstest die erwartete Unabhéngigkeit von der Bestrahlung
auf. Wiahrend des Experiments fiel der T/C,-Wert von 100 % auf etwa 60 %
aufgrund der Zytotoxizitit von Cisplatin. Ahnliche Toxizititen wurden fiir die
Mischung aus 0,5 uM Cisplatin und 0,5 uM Héamatoporphyrin gemessen (Abbil-
dung 35D). Vergleicht man die Hemmkurven aus Abbildung 35B, C und D, so zeigt
sich, dass kein Wirksynergismus fiir die Cisplatin/Hiamatoporphyrin-Mischung mit
Bestrahlung vorliegt. Der Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 zeigt im Dunkeln eine
hohere Zytotoxizitdt auf als Cisplatin (Abbildung 36A). Nach Bestrahlung von K1
ist ein starker Anstieg der Zytotoxizitit feststellbar, was sich durch den steilen Ab-
fall der T/C.o-Kurve unmittelbar nach der Bestrahlung duBert. Dabei wurde die

Anzahl der J82-Zellen bei Bestrahlung auf die Anzahl der Zellen zu Beginn des Ex-
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periments (Cy) reduziert. Die lichtinduzierte wachstumshemmende Wirksamkeit des
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexes K1 iibersteigt die Summe aus der Phototoxizitét des
zu K1 gehorigen Liganden L und der Zytotoxizitdt von Cisplatin (Abbildung 35A,
C und Abbildung 36A).

Fiir den Porphyrin-Platin(IT)-Komplex K2 lédsst sich auch eine deutliche Hemmung
des Wachstums der J82-Harnblasenkarzinom-Zelllinie aufgrund der Bestrahlung mit
einer Energiedichte von 24 J/cm® feststellen. Jedoch gleichen sich die Zellzahlen im
Verlaufe des Chemosensitivitétstests von Bestrahlung und Nicht-Bestrahlung an
(Abbildung 36B). Somit verliert sich der phototoxische Effekt nach etwa
100 Stunden Versuchszeit und der antiproliferative Effekt wird nur noch von der

intrinsischen Toxizitdt des Porphyrin-Platin(Il)-Komplexes K2 hervorgerufen.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch im Chemosensitivititstest mit den UROtsa-Zellen
erhalten. Auch hier sind die photodynamischen Effekte des Porphyrinliganden L
(Abbildung 37A) und Hidmatoporphyrins (Abbildungen 37B und D) wenig ausge-
pragt. Wie erwartet, unterscheidet sich die Proliferation der bestrahlten Zellpopula-
tion in Anwesenheit von 0,5 uM Cisplatin nicht von den unbestrahlten Zellen. In
beiden Fillen entspricht die resultierende Wachstumshemmung in etwa der bei den
J82-Zellen. Wie bei den J82-Zellen ldsst sich auch bei den UROtsa-Zellen ein sy-
nergistischer Effekt, der aus den zytostatischen und phototoxischen Eigenschaften
des Porphyrin-Platin(II)-Komplexes K1 resultiert, feststellen (Abbildung 38A).
Zwei Unterschiede von J82- zu UROtsa-Zellen sind jedoch auffillig. Zum einen
erholen sich die UROtsa-Zellen viel schneller als die Harnblasenkarzinom-Zellen,
was sich im steilen Anstieg der bestrahlten T/C,,,. -Kurve zeigt (Abbildung 36A und
Abbildung 38A). So steigt der T/Co.-Wert bei den J82-Zellen von etwa 1 % bei
50 Stunden Inkubation auf lediglich 4 % bei 120 Stunden Inkubation, bei den
UROtsa-Zellen aber von einem T/C,, -Wert von etwa 33 % bei 50 Stunden Inkuba-
tion auf 70 % bei 120 Stunden Inkubation. Zum anderen zeigen auch diese T/C,,,, -
Werte, dass die J82-Zellen im Ganzen weitaus stirker geschiadigt werden als die

UROtsa-Zellen, die als Phanotyp fiir normales urotheliales Gewebe anzusehen sind.
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Abbildung 37: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss des Porphyrinliganden L
(A), von Hdamatoporphyrin (HP, B), Cisplatin (CP, C) und einer Mischung aus Cis-
platin und Hdmatoporphyrin (CP/HP, D) auf das Wachstum der UROtsa-Zellen
(44. Passage). u: unbestrahlt; b: bestrahlt.
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Abbildung 38: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss der Porphyrin-Platin(Il)-
Komplexe K1 (A) und K2 (B) auf das Wachstum der UROtsa-Zellen (44. Passage).

u: unbestrahlt; b: bestrahlt.

Der Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K2 weist im Falle der UROtsa-Zellen keinen
phototoxischen Effekt (Abbildung 38B) auf.

Eine Erhohung der Wirkstoftkonzentration von 0,5 uM auf 1 uM bewirkt keine
weitere Wirkverbesserung. So zeigt der Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 bei den
J82-Zellen (Abbildung 39A) und den UROtsa-Zellen (Abbildung 39B) ebenfalls den
ausgepriagten phototoxischen Effekt, jedoch sind die Wirkunterschiede bei 1 uM

weniger verschieden als bei der Substanzkonzentration von 0,5 pM.

So werden die UROtsa-Zellen nach 50 Stunden Inkubationszeit dhnlich stark
geschddigt wie die Harnblasenkarzinom-Zellen und auBlerdem erholen sich die
UROtsa-Zellen hiervon auch langsamer als bei dem Chemosensitivititstest mit

0,5 uM Wirkstoftkonzentration (Abbildung 38A).
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Abbildung 39: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss der Porphyrin-Platin(Il)-
Komplexe K1 und K2 auf das Wachstum der J82-Zellen (A und C) (23. Passage)
und UROtsa-Zellen (B und D) (44. Passage). u: unbestrahlt; b: bestrahlt.
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Wie beim Chemosensitivititstest mit der Endkonzentration von 0,5 uM zeigt der
Porphyrin-Platin(IT)-Komplex K2 bei 1 uM Konzentration keinen phototoxischen
Effekt zusétzlich zur zytotoxischen Eigenschaft der Platinverbindung (Abbildungen
39C und D).

4.1.6 Zusammenfassung der Zellkulturexperimente

Aus den ersten Zellkulturexperimenten (Kapitel 4.1.1) zur ErschlieBung der Sensiti-
vitit der Harnblasenkarzinom-Zelllinie J82 und der UROtsa-Zelllinie, normalen
urothelialen Zellen, mit verschiedenen, in der Klinik zur Behandlung von Harnbla-
senkarzinom bereits verwendeten oder experimentell untersuchten Zytostatika, ging
hervor, dass beide Zelllinien fiir alle Chemotherapeutika dhnliche Wirkungsspektren
zeigen (Abbildungen 25 bis 28). Dies verwundert nicht, da Zytostatika im allgemei-
nen wenig selektiv gegeniiber Tumorzellen sind und sich von daher auch die zum
Teil gravierenden Nebenwirkungen bei einer chemotherapeutischen Behandlung von
Tumorerkrankungen erkldren lassen. Somit sollte eine Erhohung der Selektivitat
unter anderem eine Verbesserung der Vertraglichkeit einer Chemotherapie zur Folge

haben.

Die beiden Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe K1 und K2 weisen im Zellkulturexperi-
ment mit Dauerinkubation eine dhnlich wachstumshemmende Wirkung wie Cispla-
tin bei den Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM und 5 pM auf (Abbildungen 25 und 29).
Jedoch reagiert die J82-Tumorzelllinie deutlich sensitiver auf den Porphyrin-
Platin(IT)-Komplex K1 als die UROtsa-Zellen. So werden in etwa 30-50 % mehr
Tumorzellen geschéddigt als normale Zellen (Abbildungen 29 und 30). Die Refe-
renzverbindung Cisplatin schadigt jedoch J82- wie auch UROtsa-Zellen in gleichem
Mafe, unabhéngig von der eingesetzten Konzentration (Abbildungen 25 und 27).

Zu bedenken ist, dass der zu den Porphyrin-Platin(II)-Komplexen K1 und K2 geho-
rige Ligand L in der hochsten getesteten Konzentration von 5 uM auf J82-Zellen

einen geringen zytotoxischen Effekt ausiibt. Bei den niedrigeren Konzentrationen
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0,5 uM und 1 pM fiir J82 und bei UROtsa im gesamten untersuchten Bereich weist
L keine Toxizitdt auf (Abbildungen 29 und 30).

Platinkomplexe gehen unter ,.biologischen® Bedingungen Substitutionsreaktionen
ein, die entweder eine Aktivierung und dadurch eine Antitumorwirkung auslosen
(siehe Kapitel 1.2.3) oder eine Inaktivierung des Platinkomplexes hervorrufen. Die
Reaktivitit der Platinkomplexe gegeniiber Biomolekiilen wird durch die Liganden
an den Platinverbindungen bestimmt. Zur Untersuchung der Inaktivierung der Pla-
tinkomplexe im Kulturmedium wurden die Verbindungen in einer Endkonzentration
von 5 uM unterschiedlich lange mit frischem Medium (EMEM + 5 % FCS) bei
37 °C, 5 % CO, in wasserdampfgesittigter Atmosphére vorinkubiert. AnschlieBend
wurde die Aktivititsverdnderung durch diese Vorbehandlung im Chemosensitivi-
tatstest an J82- und UROtsa-Zellen verfolgt (Abbildungen 31 und 32). Generell 14sst
sich festhalten, dass der Aktivitédtsverlust der Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1 und
K2 geringer ist als der von Cisplatin, d. h. die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe wer-
den durch mdogliche Substitutionsreaktionen im Kulturmedium langsamer inaktiviert

als die Referenzverbindung Cisplatin.

Die Chemosensitivititstests mit Kurzzeitinkubation zeigen, dass fiir die Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexe K1 und K2 unabhingig von der Zelllinie im Prinzip eine
3-stiindige Substanzinkubation gefolgt von einem Mediumwechsel zu zytostati-
kafreien Bedingungen zur vollen Entfaltung der antiproliferativen Wirkung aus-
reicht (Abbildungen 33 und 34). Anders verhilt es sich bei der klinischen Referenz-
verbindung Cisplatin. Hier nimmt im Falle der J82-Zellen die Wirkung von einem
zytoziden Effekt bei Dauerinkubation nach 140 Stunden Inkubationzeit von etwa
8 % auf einen T/C.,,-Wert von 63% ab. Um bei Cisplatin eine dhnliche Wirkung
wie bei Dauerinkubation zu erhalten, muss die Platinverbindung mindestens

12 Stunden auf die Zellen einwirken (Abbildung 33).

Im Chemosensitivititsassay mit Bestrahlung (A = 600-730 nm, 10 min, 24 J/cm®)

zeigte der Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 bei einer Konzentration von 0,5 uM
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einen synergistischen Wirkeffekt im Vergleich zu Cisplatin, Himatoporphyrin und
einer Mischung der beiden Referenzverbindungen (Abbildungen 35B, C, D und
36A). Ein Vergleich der Wirkspektren von K1 auf J82- und UROtsa-Zellen macht
deutlich, dass auch bei Hinzunahme der Phototoxizitit des Porphyrin-Platin(II)-
Komplexes die normalen urothelialen Zellen deutlich weniger stark geschadigt
werden als die Tumorzellen (Abbildungen 36A und 38A). So betrdgt der maximale
antiproliferative Effekt aus Dunkel- und lichtinduzierter Toxizitdt von K1 auf J82-
Zellen mit einem T/C,..-Wert von 1 %, wobei dieser bei der UROtsa-Zelllinie 33 %
ist. Dartiber hinaus konnte festgestellt werden, dass sich die UROtsa-Zellen von der
Bestrahlung weitaus besser erholen als die Tumorzellen. Am deutlichsten waren die-
se Effekte bei einer Wirkstoffkonzentration von 0,5 uM ausgeprégt. Eine Erhohung
auf eine Substanzkonzentration von 1 uM bewirkte keine Wirkverbesserung. Statt
dessen nahm die Wirkselektivitdt von Tumorzellen zu Normalzellen sogar ab (Ab-
bildung 39). In allen Bestrahlungsexperimenten zeigte der Porphyrin-Platin(II)-
Komplex K2 nur geringe phototoxische Eigenschaften (Abbildungen 36B, 38B und
39C, D).

Insgesamt betrachtet weisen die Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe, insbesondere K1,
bessere Wirkeigenschaften als die Referenzverbindungen Cisplatin und Hamato-
porphyrin auf. Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie, der Durchflusszytometrie
und weiteren Analysemethoden sollen nun weitere Eigenschaften der neuen Photo-
sensibilisatoren mit intrinsischer Zytotoxizitidt im Hinblick auf Aufnahmeverhalten,
intrazelluldre Lokalisation usw. untersucht werden. Noch bleibt auch die Frage zu
klaren, warum der klinisch bereits eingesetzte Photosensibilisator Hamatoporphyrin
und auch der Porphyrinligand L in diesen Chemosensitivititstests nahezu keine

phototoxischen Effekte zeigten.
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4.2 Fluoreszenzgestiitzte Untersuchungen zum Aufnahme-
verhalten der Porphyrin-Platin(II)-Komplexe in J82-
und UROQOtsa-Zellen

4.2.1 Fluoreszenzspektroskopische Quantifizierung des zellassozi-

ierten Porphyrins

Die photodynamische Therapie fiihrt tiber oxidative Prozesse (Typ II-Reaktionen)
zur Zellschadigung und schlieBlich zum Zelltod. Eine Schliisselrolle hierin spielt der
Singulett-Sauerstoff, der nach Lichtanregung und Energieiibertrag durch das
Porphyrinsystem gebildet wird. Der Grad der Zellschiddigung ist damit eine Funkti-
on aller Parameter, die die Bildung von Singulett-Sauerstoff beeinflussen, wie z.B.
die Verfiigbarkeit des Porphyrinsystems in der Zelle. Die Menge an intrazelluldarem
Sensibilisator ist einer der wesentlichen Faktoren, die die Wirksamkeit der photody-
namischen Behandlung beeinflussen. Der Quantifizierung des zelluldr vorhandenen
Porphyringehalts kommt damit eine ganz zentrale Rolle bei der Charakterisierung

der photodynamischen Behandlung zu.

Fir die Quantifizierung des zelluldren Porphyringehalts wurden die J82- und
UROtsa-Zellen mit einer Konzentration von 0,5 uM bzw. 5 uM L, K1, K2 und Ha-
matoporphyrin im Kulturmedium verschieden lange inkubiert, anschlieBend geern-
tet, mit 1,0 M Perchlorsdure und Methanol (1/1; v/v) umgesetzt und fluores-

zenzspektrophotometrisch vermessen.

Um die zellassoziierte Porphyrinmenge exakt berechnen zu konnen, miissen einige
zellspezifische GroBlen bekannt sein. Durch Bestimmung der Zellzahl (Neubauer-
Zihlkammer) und des Gesamtproteingehalts unterschiedlicher Zellsuspensionen
wurde fiir die J82- und UROtsa-Zelllinie der mittlere Proteingehalt einer einzelnen
Zelle errechnet. Diese Korrelation ermoglicht eine routinemifige, schnelle und
einfache Bestimmung der Zellzahl in einer unbekannten Zellsuspension tiber die

Messung des Proteingehalts. Mit zusétzlicher Kenntnis des mittleren Zellvolumens
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(bestimmbar mit Hilfe eines Pulsflachenanalysegerites (CASY 1)) (Tabelle 8) und
des tliber Fluoreszenzspektrometrie bestimmten Porphyringehalts einer Probe ldsst

sich die zellassoziierte Porphyrinkonzentration cp,,_ 7 berechnen:

NPor., Fluoreszenz
WPrt., Z * 4,9 . Vz

mPrt., Z

107 [M]

C'Por,, 7Z=

mit

NPor., Fluoreszenz —

die durch Fluoreszenz in der Kiivette ermittelte Stoffmenge an
Porphyrin in nmol

wer.z = Proteingehalt aus der Proteinbestimmung in pg ml™

V = mittleres Volumen einer J82- oder UROtsa-Zelle in pl

me«.z = mittlere Proteinmasse in einer J82- oder UROtsa-Zelle in pg.

Fiir die J82- und UROtsa-Zelllinie gelten folgende Zellparameter:

Tabelle 8: Parameter zur Berechnung der zellassoziierten Porphyrinkonzentration.

Zelllinie | Mittlerer Zell- | Mittleres Zell- | Proteingehalt | Zellvolumen pro
durchmesser volumen pro Zelle Proteingehalt
(Passage)
[um] [pl] [pg] [pl/ng]
J82 (36) 16,90 £ 0,10 | 2,879 +£0,062 | 186,3+17,4 15,45
UROtsa (31)| 13,43+0,12 | 1,504 +£0,076 | 108,0 12,8 13,93

In Abbildung 40 und Abbildung 41 ist die detektierte zellassoziierte Porphyrinmen-
ge nach Inkubation mit L, K1, K2 und Himatoporphyrin in einer Konzentration von
0,5 uM in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit fiir die Zelllinien J82 und UROtsa
abgebildet.
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Abbildung 40: Aufnahmekinetik von 0,5 uM L, K1, K2 und Hdimatoporphyrin (HP) in J82-
Zellen.

Beim Aufnahmeverhalten des Porphyrin-Platin(Il)-Komplexes K1 fillt auf, dass
dieser innerhalb von 4 Stunden schnell durch die J82- wie auch die UROtsa-Zellen
aufgenommen wird. Auch fiir die Porphyrinverbindungen K2 und L ldsst sich ein
nichtlinearer, scheinbar séttigbarer Anstieg feststellen, wohingegen Hamatoporphy-
rin eher linear mit der Zeit von den Zellen aufgenommen wird. Zudem geht aus
Abbildung 40 und Abbildung 41 hervor, dass der zellassoziierte Gehalt an K1
jeweils deutlich hoher ist als der fiir den Porphyrin-Platin(IT)-Komplex K2 und auch
den zu den Platinkomplexen gehorigen Porphyrinliganden L. Die geringste zellasso-
ziierte Porphyrinkonzentration wurde fiir die Referenzverbindung Hamatoporphyrin

gemessen.
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Abbildung 41: Aufnahmekinetik von 0,5 uM L, K1, K2 und Hdmatoporphyrin (HP) in
UROtsa-Zellen.

Tragt man die 24 Stunden-Inkubationswerte der zellassoziierten Porphyrinkon-
zentrationen der beiden Zelllinien fiir K1, K2, L. und Himatoporphyrin gegeneinan-
der auf (Abbildung 42), so erkennt man eine signifikant hohere Anreicherung von
K1 in Tumorzellen um den Faktor 1,5 gegeniiber normalen urothelialen Zellen.
Gleiches lésst sich fiir Himatoporphyrin feststellen, wohingegen fiir L und K2 kein
Unterschied in der zellassoziierten Porphyrinkonzentration von J82- und UROtsa-
Zellen vorliegt. Im Vergleich zum AuBenmedium reichert sich K1 in den J82-
Harnblasenkarzinom-Zellen etwa 10mal mehr an, wobei sich bei Hamatoporphyrin

mehr oder weniger ein Konzentrationsausgleich eingestellt hat.
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Abbildung 42: Konzentration von zellassoziiertem Porphyrin in J82- und UROtsa-Zellen
nach 24 Stunden Inkubation mit 0,5 uM L, K1, K2 und Hdmatoporphyrin (HP).

Fiir das Aufnahmeverhalten von K1, K2, L. und Hiamatoporphyrin bei 5 uM Inku-
bationskonzentration ergeben sich jeweils dhnlich zu 0,5 uM Inkubation hyperboli-
sche Aufnahmekinetiken (siche Anhang 7.1). Die generellen Beobachtungen, die bei
Inkubation der J82- und UROtsa-Zellen mit K1, K2, L. und Hédmatoporphyrin der
Konzentration 0,5 puM gemacht wurden, treffen auch bei 5 uM Inkubation zu. So
werden K1 und Hamatoporphyrin in einer Konzentration von 5 uM nach 24 Stun-
den Inkubationszeit signifikant starker von den Tumorzellen aufgenommen als von
UROtsa-Zellen (Abbildung 43). Dies spiegelt sich im Aufnahmefaktor von 1,6 im
Falle von K1 und 7,5 fiir Himatoporphyrin wider. Im Vergleich zu 0,5 uM Inkuba-
tion liegt auch bei L und K2 nach 24 Stunden Inkubation mit einer Wirkstoffkon-
zentration von 5 uM der zellassoziierte Porphyringehalt bei den J82-Zellen deutlich
hoher als bei den UROtsa-Zellen. Somit scheint die Selektivitidt der Porphyrinver-
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bindungen zu den Tumorzellen unter anderem konzentrationsabhéngig zu sein, denn
zum einen verschlechtern sich die Aufnahmefaktoren von J82- zu UROtsa-Zellen
bei Erniedrigung der Wirkstoffkonzentration und zum anderen kann die Selektivitat

vollkommen verloren gehen.

_ Bl /82-Zelllinie
150 - I UROtsa-Zelllinie

zellassozilertes Porphyrin

Abbildung 43: Konzentration von zellassoziiertem Porphyrin in J82- und UROtsa-Zellen
nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM L, K1, K2 und Hdmatoporphyrin (HP).
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4.2.2 Durchflusszytometrische Messung der Aufnahmekinetik von

K1 und K2

Wie in den Abbildungen 40, 41, 65 und 66 gezeigt, wird der Porphyrin-Platin(II)-
Komplex K1 relativ schnell in die Zellen aufgenommen. Nun stellt sich zum einen
die Frage, wie schnell der Sittigungswert der Porphyrin-Platin(II)-Komplex-
Aufnahme erreicht wird und zum anderen, ob von Anfang an eine gewisse Selekti-
vitdt der Porphyrin-Platin(II)-Komplexe zu den Tumorzellen vorhanden ist. Dazu
wurde die Aufnahme von K1, K2, L. und Hdmatoporphyrin im Durchflusszytometer
kontinuierlich tiber jeweils 17 Minuten bei einer Wirkstoffkonzentration von 5 pM
gemessen. Abbildung 44 stellt exemplarisch die Originaldaten bei der Aufnahme
von 5 uM K1 in J82-Zellen dar.
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Abbildung 44: Kontinuierliche durchflusszytometrische Messung der KI1-Aufnahme iiber
1024 Sekunden durch J§2-Zellen; Dotplot (links) und Density Plot (rechts).

Dabei ist der Dotplot der Ausgangspunkt der Messung und schlieBlich auch der

Auswertung. Die Auftragung von FSC zu SSC charakterisiert die gemessene Probe
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beziiglich ihres Streulichtverhaltens. Um nun den Debris nicht in die weitere Mes-
sung und schlieBlich auch in die Auswertung mit aufzunehmen, wurde eine Region
um die Zellpopulation gelegt. Anschliefend wurde die Fluoreszenz, gemessen im

roten Fluoreszenzkanal FL3, gegen die Zeit in einem Density Plot aufgetragen.

Die Substanzinjektion erfolgt 60 Sekunden nach Messbeginn. Damit erhélt man die
zelllinienspezifische Autofluoreszenz und kann dann die gemittelten Fluoreszenz-
werte darauf normieren. Die gemittelten Fluoreszenzwerte wurden mittels der Soft-
ware WinMDI 2.8 bestimmt, indem fiir die ersten 260 Sekunden Regionen im
Abstand von 20 Sekunden, fiir die folgenden 560 Sekunden Regionen im Abstand
von 40 Sekunden und fiir die verbleibende Zeit Regionen im Abstand von 80 Se-
kunden gelegt wurden. Die gemittelten normierten Fluoreszenzwerte sind fiir K1,

K2, L und Hamatoporphyrin in den Abbildungen 45 bis 48 in Abhdngigkeit von der

Zeit dargestellt.
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Abbildung 45: Langzeitkinetik zur Aufnahme von 5 uM K1 in J82- und UROtsa-Zellen.
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Abbildung 46: Langzeitkinetik zur Aufnahme von 5 uM K2 in J82- und UROtsa-Zellen.
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Abbildung 47: Langzeitkinetik zur Aufnahme von 5 uM L in J§2- und UROtsa-Zellen.
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Abbildung 48: Langzeitkinetik zur Aufnahme von 5 uM Hddmatoporphyrin in J82- und
UROtsa-Zellen.

Aus den Abbildungen 45 bis 47 geht hervor, dass K1, K2 und L in den ersten fiinf
Minuten der Zellinkubation duflerst schnell durch die Zellen aufgenommen werden.
Danach flacht die Aufnahmekurve im Falle der normalen urothelialen Zellen deut-
lich schneller ab als fiir die Harnblasenkarzinom-Zelllinie J82. So tritt in Bezug auf
die UROtsa-Zelllinie bereits nahezu Séattigung ein, wenn bei den J82-Zellen noch
eine Aufnahme der Verbindungen zu verzeichnen ist. Bei Himatoporphyrin ist es
eher eine langsame kontinuierliche Zunahme (Abbildung 48). Des Weiteren sieht
man, dass bezogen auf die Fluoreszenzintensitdt auch hier eine Abstufung in der
Porphyrinauftnahme von K1 zu K2 zu L und schlieBlich zu Himatoporphyrin wie

bei der quantitativen Bestimmung des Porphyringehalts mittels Extraktion vorliegt.

Zusatzlich zur Aufnahmekinetik wurde aus den Langzeitkinetik-Experimenten die

,2Aufnahmegeschwindigkeit* als korrigierte Fluoreszenzintensitét pro Zeit bestimmt.
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Dazu wurde die Aufnahmekinetik in 4 Zeiteinheiten unterteilt und darin jeweils die
Steigung und damit die ,,Aufnahmegeschwindigkeit” bestimmt. Der erste Zeitraum
sind die ersten 90 Sekunden der Aufnahmekinetik (schwarz), gefolgt vom Zeitraum
fiir die Minuten 1,5 bis 4,5 (blau), anschlieBend von Minute 4,5 bis 10 (griin), und
der letzte Zeitraum ist von Minute 10-17 (rot) (Abbildungen 45 bis 48 und Ta-
belle 9). Der Korrelationskoeffizient der linearen Regression ist bei K1, K2 und L

jeweils iiber 0,98 und bei Himatoporphyrin iiber 0,89.

Tabelle 9: Autnahmegeschwindigkeit in J82- und UROtsa-Zellen.

»Aufnahmegeschwindigkeit*
korr. Fluoreszenzwert pro Zeit
[1 * 10%/Sekunde]
Faktor: J82 zu
J82 UROtsa UROtsa

47,80 + 6,85 36,01 £2,59 1,33 + 0,29
K1 17,53 £ 0,57 13,5+ 0,58 1,30 £ 0,10
7,67 +0,36 4,51 4+0,28 1,70 £ 0,18
4,02 +0,11 2,12+ 0,06 1,90 £0,11
9,86 £ 1,29 9,07 £ 0,80 1,09 £ 0,02
K2 4,77 £ 0,18 3,66 + 0,13 1,30 + 0,03
2,67 £0,08 1,75 £ 0,07 1,53 + 0,09
1,62 + 0,05 0,81 +0,04 2,00+0,16
11,02 + 2,09 8,19 £ 1,37 1,35 +0,28
L 3,38+0,10 2,43 +£ 0,06 1,39 £ 0,08
1,80 £ 0,07 1,24 + 0,04 1,45 +0,10
0,82 + 0,05 0,62 + 0,03 1,32 +£0,14
3,42 + 1,38 2,13+0,56 1,61 £1,07
P 0,83 +£0,17 0,81 +£0,07 1,02 £ 0,30
0,29 £ 0,01 0,38 + 0,02 0,76 £ 0,17
0,17+ 0,03 0,24 + 0,07 0,71 £ 0,33

In jeder Zeitperiode ist die ,,Aufnahmegeschwindigkeit* der Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe K1 und K2 und des dazugehorigen Porphyrinliganden L in die J82-



Ergebnisse und Diskussion 108

Zellen hoher als in die UROtsa-Zellen. Dies spiegelt sich auch in der Faktorbildung
der ,,Aufnahmegeschwindigkeit* von J82-Zellen zu UROtsa-Zellen wieder, die je-
weils grofer als 1 ist (Tabelle 9). Somit ist die K1-, K2- und L-Akkumulation in
J82-Tumorzellen schneller als in den normalen urothelialen Zellen (UROtsa). Fiir
Héamatoporphyrin ist die ,,Aufnahmegeschwindigkeit jeweils erheblich geringer

und nahezu gleich fiir beide Zelllinien.

4.2.3 Zusammenfassende Diskussion

Es besteht kein Zweifel, dass der Porphyringehalt in der Zelle bzw. im Gewebe einer
der bestimmenden Faktoren ist, der das Ergebnis der photodynamischen Therapie
beeinflusst. Die Bestimmung des zellassoziierten Porphyringehalts nach Inkubation
mit den Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen K1 und K2 oder der Porphyrinverbindung
L oder Héamatoporphyrin erfolgte nach Extraktion mit Perchlorsdure/Methanol
fluoreszenzspektrometrisch. Fiir die Quantifizierung wurden mit der jeweiligen
Verbindung Kalibrierungen durchgefiihrt. Mit dem mittleren Volumen einer Zelle
und der mittleren Proteinmasse einer Zelle konnte so die Konzentration des zellas-
soziierten Porphyrins in mol/l berechnet werden (Abbildungen 40 bis 43). Die
Durchflusszytometrie gestattet zwar eine rasche Bestimmung der Fluoreszenz, je-
doch ohne eine absolute Quantifizierung. Zur Untersuchung der ,,Aufnahmege-
schwindigkeit* zu Beginn der Inkubation wurde die Porphyrinfluoreszenz kontinu-
ierlich am Durchflusszytometer vermessen. Aus dem Kurvenverlauf der Aufnahme-
kinetik lieBen sich die ,,Aufnahmegeschwindigkeiten“ als Fluoreszenzintensitét pro
Zeit bestimmen (Abbildungen 44 bis 48). Zudem konnten Aussagen iiber die
Schnelligkeit der Aufnahme und das Erreichen des Sittigungsbereichs getroffen
werden. Fiir den Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 konnte in den J82-Tumorzellen
ein 1,5fach hoherer Wert an Porphyrinkonzentration als bei den normalen urotheli-
alen Zellen UROtsa bei einer Inkubationskonzentration von 0,5 uM gemessen wer-
den (Abbildung 42). Bei dieser Wirkstoffkonzentration hingegen wiesen der
Porphyrinligand L und der Porphyrin-Platin(II)-Komplex K2 keine Selektivitit zu
den Tumorzellen auf (Abbildung 42). Eine Erhohung der Konzentration auf 5 uM
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lieB in allen Fillen die zellassoziierte Konzentration und die Selektivitit ansteigen
(Abbildung 43). Zu dem in den vorliegenden Experimenten erhaltenen Unterschied
zwischen Tumorzellen und normalen urothelialen Zellen von ca. 1,5:1 fiir K1 sind
aus der Literatur entsprechende Werte fiir andere Photosensibilisatoren bekannt. Fiir
den endogenen Photosensibilisator Protoporphyrin 1X, der nach 5-Amino-
lavulinsdure-Applizierung von den Zellen selbst erzeugt wird, ist eine 2fache Anrei-
cherung zwischen J82-Tumorzellen und UROtsa-Zellen berichtet. Weitere Untersu-
chungen zur Akkumulation von ALA-induziertem PPIX wurden unter anderem auch
an RT4-Tumorzellen, die aus einem hochdifferenzierten papillaren Urothelkarzinom
des Ubergangsepithels von Grad G1 stammten,!"*! durchgefiihrt, wobei Kontraste
zu den normalen urothelialen Zellen UROtsa von bis zu 3,8:1 erzielt werden konn-
ten.'"*! Fiir Photofrin, dem bisher einzigen zugelassenen Photosensibilisator, wur-

.o . . . 1
den bei in vivo-Untersuchungen an verschiedenen Tumormodellen wie Haut-,!"*"

[151 [152 [153]

Harnblasen-,!"”"! Lungenkarzinomen!**! oder Tumoren des Gastrointestinaltrakts

Anreicherungsfaktoren zwischen Tumor- und Normalgewebe von 2:1 bis 3:1 beo-
bachtet. Bei in vivo-Studien mit Photosensibilisatoren der 2. Generation wie

[155

Zink(IT)-Phthalocyaninen,>* sulfonierten Aluminiumphthalocyaninen,!>”! Bacteri-

[156 [157

ochlorinen'** oder Derivaten von meta-Tetra(hydroxyphenyl)chlorin!®” konnten
vereinzelt und unter bestimmten Bedingungen Unterschiede zwischen Tumor- und
Normalgewebe von 4:1 bis 40:1 gefunden werden. Es bleibt festzuhalten, dass die
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe, insbesondere K1 im Rahmen des gewéhlten Zell-
kulturmodells, dhnliche Anreicherungsfaktoren wie andere Photosensibilisatoren
aufweisen. Die vereinzelt erzielten hoheren Kontraste zwischen Tumor- und
Normalgewebe in vivo wurden unter anderem bei Verwendung spezieller Transport-
systeme wie Liposomen oder Cremophor EL erreicht, die fiir die Porphyrin-

Platin(IT)-Komplexe auch entsprechend untersucht werden miissten.!'>*!

Zusitzlich als Ergebnis aus der Quantifizierung des Porphyringehalts mittels Ex-

traktion lésst sich anfiihren, dass der Sattigungsbereich fiir alle vier Verbindungen,
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insbesondere jedoch fiir K1, schneller erreicht wurde, als der erste Messwert dies
erfassen konnte (Abbildungen 40 und 41). Demnach wurde zur ndheren Charakteri-
sierung des Aufnahmeverhaltens eine Langzeitkinetik fiir die ersten 17 Minuten der
Substanzinkubation durchgefiihrt. Es zeigte sich im kontinuierlichen Verlauf, dass
die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe K1 und K2 sowie der Ligand L in den ersten
fiinf Minuten der Inkubation sehr schnell durch die J82- und UROtsa-Zellen aufge-
nommen werden (Abbildungen 45 bis 47). Danach lduft die Aufnahme bei der
UROtsa-Zelllinie bereits langsam gegen einen Séttigungswert, wohingegen die J82-
Tumorzellen noch immer Porphyrinverbindungen akkumulieren. Dies spiegelt sich
auch in der ,,Aufnahmegeschwindigkeit* wider. Fiir K1, K2 und L ist die Akkumu-
lation in den J82-Tumorzellen zu jedem Zeitpunkt der Inkubation schneller als in
den UROtsa-Zellen. Fiir die Referenzverbindung Hdmatoporphyrin ist die ,,Auf-
nahmegeschwindigkeit® fiir beide Zelllinien nahezu identisch und deutlich geringer

als bei K1, K2 und L (Tabelle 9).

Diese Ergebnisse stimmen mit der Aussage aus dem Chemosensitivititstest mit
Kurzzeitinkubation (Abbildungen 33 und 34) iiberein, denn auch dort wurde fest-
gestellt, dass die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe relativ schnell in die Zellen auf-
genommen werden, da sie im Vergleich zur Referenzverbindung Cisplatin schon
nach einer 3-stiindigen Inkubation die volle antiproliferative Wirkung entfalten.
AulBlerdem lassen sich nun mit Hilfe der quantifizierten Porphyringehalte in den J82-
oder UROtsa-Zellen nach K1-, K2-, L- und Hamatoporphyrin-Inkubation die Be-
strahlungseffekte aus den Chemosensitivitétstests erklidren (Abbildungen 35 bis 39),
denn weder der Porphyrinligand L. (Abbildungen 35A und 37A) noch die Referenz-
verbindung Hématoporphyrin (Abbildungen 35B und 37B) zeigten nach Bestrah-
lung mit inkohdrentem Licht der Wellenlédnge 600 bis 730 nm und einer Energie-
dichte von 24 J/cm® einen phototoxischen Effekt bei 0,5 uM Substanzinkubation.
Auch der Porphyrin-Platin(IT)-Komplex K2 weist keine lichtinduzierte Toxizitit auf
(Abbildungen 36B und 38B). Demnach scheint zur Ausbildung der phototoxischen

Eigenschaften ein gewisses Minimum an zellassoziierter Porphyrinkonzentration
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notig zu sein. Diese wird von K2, L. und Hamatoporphyrin weder in der J82- noch

in der UROtsa-Zelllinie erreicht.

Die Konzentration des zellassoziierten Porphyrins nach 0,5 puM K1-Inkubation und
24 Stunden Inkubationszeit reicht somit aus, um eine deutliche photodynamische
Wirkung aufzuzeigen (Abbildungen 36A, 38A und 42). Dariiber hinaus ldsst sich
mit Hilfe der unterschiedlichen Aufnahme von K1 in Harnblasenkarzinom-Zellen
und normale urotheliale Zellen die verschieden starke photodynamische Effektivitét
von K1 auf die beiden Zelllinien aus dem Chemosensitivitétstest mit Bestrahlung
erkliaren, denn 24 Stunden nach der Bestrahlung reduzierte sich die Zellmasse der
J82-Zellen deutlich stirker als die der UROtsa-Zellen. So nahm der T/C,, -Wert im
Falle der J82-Zellen von etwa 73 % auf etwa 1 % ab, wohingegen der phototoxische
Effekt von K1 auf die UROtsa-Zellen lediglich eine Reduzierung des T/C,,.-Werts
von etwa 84 % auf etwa 33 % bewirkte. Eine insgesamt deutlich schwichere Scha-
digung der UROtsa-Zellen, sowohl zytotoxisch als auch lichtinduziert, ermoglicht es

diesen auch, wieder schneller anzuwachsen (Abbildungen 36A und 38A).
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4.3 Intrazelluliire Sensibilisatorlokalisation

Die intrazelluldre Lokalisation der rot fluoreszierenden Photosensibilisatoren L, K1,
K2 und Hédmatoporphyrin wurde mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
Um eine mogliche Kolokalisation des roten Fluoreszenzverteilungsmusters der Sen-
sibilisatoren in bestimmten Zellorganellen zu untersuchen, wurden Doppelfdarbungen
mit griin fluoreszierenden, organellenspezifischen Farbstoffen (LysoTracker Green
DND 26, MitoTracker Green FM und Rhodamin 123) durchgefiihrt. Nach getrennter
Aufnahme der Rot- und Griinfluoreszenz unter Verwendung eines Dualbandfilters
konnte die Ubereinstimmung der beiden Verteilungsmuster iiberpriift werden
(Abbildungen 49A und B). AnschlieBend wurden die so generierten Bilder mittels
der Software MetaMorph iibereinandergelegt (Abbildung 49C). Zur Darstellung des
Golgi-Apparats wurde der rot fluoreszierende Farbstoff BODIPY FL Cs-Ceramid
verwendet. Somit mussten die Photosensibilisatorfluoreszenz und die BODIPY FL
Cs-Ceramid-Fluoreszenz getrennt von einander in zwei Experimenten aufgenommen
werden. Fine mogliche Lokalisation der Photosensibilisatoren im Gogli-Apparat

wurde demnach indirekt durch Vergleich der Fluoreszenzmuster erhalten.

4.3.1 Intrazellulire K1- und K2-Lokalisation

In den Abbildungen 50 und 51 sind exemplarisch die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen der intrazelluldren K1-Lokalisation in J82- und UROtsa-Zellen abgebil-
det. Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der zelluliren K1-Verteilung ergab
im Falle einer 24-stiindigen Inkubationszeit fiir Tumor- und Normalzellen sehr dhn-
liche Verteilungsmuster. Generell ldsst sich festhalten, dass K1 eine diffuse,
schwach zytoplasmatische Fluoreszenzverteilung aufweist. Die Zellkerne blieben
von der Fluoreszenz ausgespart. Die Doppelfarbungsversuche zeigten eine Kolokali-
sation der K1-Fluoreszenz mit der LysoTracker-Fluoreszenz und somit eine Lokali-

sation von K1 in den Lysosomen von J82-Zellen (Abbildung 49). Fiir die UROtsa-
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Zellen sind die LysoTracker Green-Fluoreszenz und die K1-Fluoreszenz deutlich in

voneinander verschiedenen Strukturen lokalisiert (Abbildung 51A).

Abbildung 49: Getrennte fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Rot- und Griinfluores-
zenz bei Inkubation der J82-Zellen mit K1 (5 uM, Inkubationszeit 24 h) und Kofdr-
bung der Lysosomen. A: Lysosomen (LysoTracker Green DND 26); B: KI-

Fluoreszenz; C: Software unterstiitzte Uberlagerung der Fluoreszenzen.
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Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden ist K1 in Mitochondrien lokalisiert. Dies
ist zutreffend fiir beide Zelllinien. Bei einer Anfiarbung der Mitochondrien mit dem
potentialunabhédngigen Farbstoff MitoTracker Green FM konnte weder vor noch
nach Kl1-Inkubation dessen charakteristische Griinfluoreszenz beobachtet werden
(Abbildungen 50A, B und 51B, C). Die Doppelfarbung von K1 mit dem potential-
sensitiven Farbstoff Rhodamin 123 zeigt eine Kolokalisation (Abbildungen 50C und
51D). SchlieBlich konnte auch mittels indirekter Korrelation eine Kolokalisation von
K1 mit dem Golgi-Apparat nachgewiesen werden (Abbildungen 50D, E und 51E,
F).

Auch fiir den Porphyrin-Platin(II)-Komplex K2 wurde die intrazelluldre Lokalisati-
on fluoreszenzmikroskopisch unter Zuhilfenahme der Gegenfarbung von spezifi-
schen Zellorganellen fiir die J82- und UROtsa-Zelllinie untersucht. Dabei ergaben
sich beziiglich der J82-Zelllinie die gleichen Verteilungsmuster wie beim Porphyrin-
Platin(II)-Komplex K1. Fiir die UROtsa-Zellen hingegen konnte keine Kolokalisati-
on von K2 mit Lysosomen und auch nicht mit den Mitochondrien festgestellt wer-

den (siehe Anhang 7.2).
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A

Abbildung 50: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren KI-Lokalisation
(rot, A-D) fiir J82-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM KI1: A: MitoTracker
Green-Fdrbung (griin) nach KI1-Inkubation, B: MitoTracker Green-Fdrbung (griin)
vor KI-Inkubation, C: Rhodamin 123-Férbung (griin) nach KI-Inkubation, D: KI-
Fluoreszenz, E: BODIPY FL Cs-Ceramid (rot) und DAPI (blau, Zellkern).
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Abbildung 51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren KI-Lokalisation
(rot, A-E) fiir UROtsa-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM KI: A:
LysoTracker Green-Fdarbung (griin) nach KI-Inkubation, B: MitoTracker Green-
Farbung (griin) nach Kl-Inkubation, C: MitoTracker Green-Fdirbung (griin) vor
K1-Inkubation, D: Rhodamin 123-Fdarbung (griin) nach KlI-Inkubation, E: KI-
Fluoreszenz, F: BODIPY FL Cs-Ceramid (rot).
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4.3.2 Intrazelluliare L- und Himatoporphyrin-Lokalisation

Fiir die Referenzverbindung Hamatoporphyrin wurde auch die intrazelluldre Lokali-
sation fluoreszenzmikroskopisch untersucht. In den Abbildungen 52 und 53 sind die
entsprechenden Aufnahmen fiir die J82- und UROtsa-Zellen dargestellt. Dabei sind
LysoTracker Green- und H&matoporphyrin-Fluoreszenz deutlich in voneinander
verschiedenen Strukturen lokalisiert. Schwache Rotfluoreszenz ldsst sich an der
Zellmembran und in relativ grofen, kernnahen Fluoreszenzspots erkennen. Auch die
Doppelfarbungen der Hadmatoporphyrin-Fluoreszenz mit der MitoTracker Green-
und Rhodamin 123-Fluoreszenz zeigen keine Kolokalisation. Vergleicht man die
BODIPY FL Cs-Ceramid-Aufnahme fiir den Golgi-Apparat (Abbildungen 52E, F
und 53E, F) mit den hier gewonnenen Abbildungen, so kann eine Lokalisation von

Héamatoporphyrin im Golgi-Apparat eindeutig geschlussfolgert werden.

Fiir den Porphyrinliganden L ergaben sich beziiglich beider Zelllinien die gleichen
Verteilungsmuster wie bei der Referenzverbindung Himatoporphyrin (sieche Anhang

7.2).

4.3.3 Zusammenfassende Diskussion

Die Lebensdauer des reaktiven Singulett-Sauerstoffs (in wissriger Losung: 3 bis
4 us) und damit seine Reichweite (10 bis 20 nm) ist sehr gering.!"*”! Folglich treten
phototoxische Schéaden praktisch am Ort der Generierung von Singulett-Sauerstoff
und damit der intrazelluldren Lokalisation von L, K1, K2 und Himatoporphyrin auf.
Da unterschiedliche Zellkompartimente unterschiedlich sensibel sind, ist die intra-
zelluldre Verteilung des Photosensibilisators ein wichtiger Faktor, der die Effektivi-

tdt der photodynamischen Behandlung bestimmt.
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Abbildung 52: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren Hdmatoporphy-
rin-Lokalisation (rot, A-E) fiir J82-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM
Hdamatoporphyrin  (HP): A: LysoTracker Green-Firbung (griin) nach HP-
Inkubation, B: MitoTracker Green-Fdrbung (griin) nach HP-Inkubation, C:
MitoTracker Green-Férbung (griin) vor HP-Inkubation, D: Rhodamin 123-Fdrbung
(griin) nach HP-Inkubation, E: HP-Fluoreszenz, F: BODIPY FL Cs-Ceramid (rot)
und DAPI (blau, Zellkern).
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Abbildung 53: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren Hdmatoporphy-
rin-Lokalisation (rot, A-E) fiir UROtsa-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM
Hdamatoporphyrin  (HP): A: LysoTracker Green-Firbung (griin) nach HP-
Inkubation, B: MitoTracker Green-Fdrbung (griin) nach HP-Inkubation, C:
MitoTracker Green-Férbung (griin) vor HP-Inkubation, D: Rhodamin 123-Fdrbung
(griin) nach HP-Inkubation, E: HP-Fluoreszenz, F: BODIPY FL Cs-Ceramid (rot).



Ergebnisse und Diskussion 120

Alle fluoreszenzmikroskopischen Abbildungen wurden mit Hilfe der konventionel-
len Fluoreszenzmikroskopie, also keiner konfokalen oder pseudo-konfokalen
Technik, gemacht. Damit beinhalten sdmtliche im Rahmen der vorgelegten Arbeit
angefertigten Aufnahmen neben der Kl1-, K2-, L- oder Héimatoporphyrin-
Fluoreszenz (und der Fluoreszenz der Gegenfarbung) der relevanten Ebene auch die
gestreuten Anteile aus anderen Ebenen. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
dieser Art sind somit hiufig unscharf und verschleiert. Eine absolut exakte Bestim-
mung der Lokalisation des Sensibilisators, vor allem auch in kleinen MaBstidben,
war daher nicht moglich. Die Bewertung der dokumentierten Beobachtungen muss
sich aus diesem Grund auf die bisher beschriebenen Feststellungen beschrinken.
Genauere Aufnahmen und damit gesicherte Aussagen erhilt man unter Verwendung
eines konfokalen Laser-Raster-Mikroskops, welches aufgrund des konfokalen Prin-

zips das Streulicht eliminiert.

Zur lIdentifizierung der spezifischen Fluoreszenzlokalisation von L, K1, K2 und
Hamatoporphyrin wurden Doppelfarbungen mit organellenspezifischen Fluores-
zenzfarbstoffen durchgefiihrt. Lysosomen wurden mit LysoTracker Green DND 26,
Mitochondrien mit MitoTracker Green FM und Rhodamin 123 und der Golgi-
Apparat mit BODIPY FL Cs-Ceramid gefarbt.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die wasserloslichen Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexe K1 und K2 diffus im Zytosol verteilt und in Zellmembranen,
unter anderem bei den Lysosomen, den Mitochondrien und dem Golgi-Apparat,
lokalisiert sind (Abbildungen 49 bis 51). Im Falle der normalen urothelialen Zellen
scheinen die Porphyrinverbindungen K1 und K2 nicht in den Lysosomen und
zusdtzlich fir K2 nicht in den Mitochondrien lokalisiert zu sein (Abbildung S1A,
Kapitel 7.2). Aus der Literatur ist bekannt, dass vor allem die Inkubationszeit einen
groflen Einfluss auf die intrazelluldre Verteilung von Photosensibilisatoren hat.

(1901 dass die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der zelluliren

So zeigte Seidl,
Protoporphyrin IX-Verteilung bei einer 3-stiindigen Inkubationszeit in RT4-

Urothelkarzinomzellen und in normalen urothelialen Zellen UROtsa ein sehr dhnli-
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ches Muster ergab. So ist der grofite Teil des zelluldiren PPIX in Membranen wie
Plasmamembranen und membrannahen Regionen lokalisiert. Nach einer kiirzeren
Inkubationszeit (1 Stunde) hingegen wurde in den normalen urothelialen Zellen
UROtsa eine punktuelle, intrazelluldre Verteilung von PPIX gegeniiber einer haupt-
sdchlich membrannahen Lokalisation in den Tumorzellen RT4 beobachtet. Somit
kann man vermuten, dass auch bei den Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen bei einer
Verkiirzung der Inkubationszeit ein deutlicher Unterschied zwischen Tumor- und
Normalzellen im Sinne einer intrazelluldren Verteilung auftritt. Kiirzere Inkubati-
onszeiten sind bei Porphyrin-Platin(IT)-Komplexen durchaus denkbar, denn der
Porphyrin-Platin(IT)-Komplex K1 zeigt schon nach wenigen Stunden Inkubation die
gleiche antiproliferative Wirkung wie bei Dauerinkubation (sieche Kapitel 4.1.4).
AuBlerdem wird der Platinkomplex schnell in die Zellen aufgenommen (siche Kapi-
tel 4.2.2). Interessanterweise wurde beim Kolokalisationsexperiment von K1 mit
MitoTracker Green FM keine Griinfluoreszenz vom Mitochondrienfarbstoff beo-
bachtet, unabhingig davon, ob die Zellen zuerst mit K1 oder mit MitoTracker Green
FM inkubiert wurden. Die J82- oder UROtsa-Zellen wurden hierbei jeweils
24 Stunden mit einer Konzentration von 5 uM K1 inkubiert (Abbildungen 50A, B
und 51B, C). Verringerte man die Konzentration auf 1 uM, so konnte die charakte-
ristische MitoTracker Green-Fluoreszenz mikroskopiert werden. Damit lassen sich
photophysikalische Griinde zum Nichterscheinen der Griinfluoreszenz bei einer
gleichzeitigen Inkubation mit 5 uM K1 ausschlieBen. Die Spezifitit dieses Farb-

[161

stoffs basiert nicht auf einer Ausnutzung von Membranpotentialen,''®"! sondern auf

einer spezifischen Reaktion mit mitochondrialen Lipiden mittels zweier thiolreakti-

).l Insgesamt lasst dies die Vermu-

ver Chlormethylgruppen (siche Abbildung 19
tung zu, dass der Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 die Bindungsstellen des
MitoTracker Green FM entweder besetzt oder diesen kompetitiv ersetzt. Fiir die
endgiiltige Bestimmung einer mitochondrialen Lokalisation von K1 wurde ein
zweiter, dieses Mal potentialsensitiver Mitochondrienfarbstoff, Rhodamin 123, ver-
wendet. Dieser Farbstoff akkumuliert spezifisch in der mitochondrialen Matrix auf-

[163

grund des elektrostatischen Transmembranpotentials der Mitochondrien.!"®®! Somit



Ergebnisse und Diskussion 122

besitzt Rhodamin 123 eine ganz andere Zielstruktur in den Mitochondrien und die
Doppelfarbungen zeigten auch eine Kolokalisation der K1-Fluoreszenz mit der
Griinfluoreszenz von Rhodamin 123 (Abbildungen 50C und 51D). Fiir den Porphy-
rin-Platin(Il)-Komplex K2 konnte diese bei der J82-Tumorzelllinie ebenfalls beo-
bachtet werden. Bei der UROtsa-Zelllinie sind die MitoTracker Green-Fluoreszenz,
auch die Rhodamin 123-Fluoreszenz und die K2-Fluoreszenz deutlich in voneinan-
der verschiedenen Strukturen lokalisiert (siche Anhang 7.2). Die Referenzverbin-
dung Hamatoporphyrin und der Porphyrinligand L sind eher an Zellmembran und
Golgi-Apparat gebunden (Abbildungen 52 und 53 und Kapitel 7.2). Generell war
die mikroskopische Bestimmung der intrazelluliren Hamatoporphyrin-Fluoreszenz
mit zum Teil erheblichen Schwierigkeiten verbunden, deren folgenreichste sicher-
lich die kurze Lebenszeit und relativ schwache Intensitit der Hadmatoporphyrin-

Fluoreszenz war.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die meisten Photosensibilisatoren in zytosoli-
schen Organellen wie Golgi-Apparat, endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien,
Lysosomen oder Membranen lokalisiert sind."*Y So ist Photofrin anfangs zell-
membranstindig gebunden. Bei Erhohung der Inkubationszeit konnte eine Lokalisa-
tion von Photofrin in den Mitochondrien gefunden werden.!'® Die Gruppe um
Wilson zeigte, dass Photofrin in RIF-Tumorzellen bei 18 Stunden Inkubation in den
Mitochondrien lokalisiert ist.'® Viele andere Photosensibilisatoren der
2. Generation sind ebenso wie K1 in den Lysosomen lokalisiert. Dies ist nicht
verwunderlich, denn Lysosomen als Sammelbecken fiir Stoffwechselendprodukte
bzw. zellulire Abfallstoffe sowie als intrazellulire Vesikel mit einem niedrigem
pH-Wert (lysosomaler pH: ~ 4,5-6,0; zytoplasmatischer pH: ~ 6,8-7,4) sind unter
Beriicksichtigung der Anreicherungstheorien von Photosensibilisatoren priadestiniert
fiir die Lokalisation porphyrinartiger Photosensibilisatoren (sieche Kapitel 1.3.3). So
wurde unter anderem fiir ALA-induziertes Protoporphyrin IX,"° Zink(II)-

[168 [169

Phthalocyanine,'®® sulfonierte Aluminiumphthalocyanine!'®! oder fiir meta-Tetra-

[170

(hydroxyphenyl)chlorin!' ™ auch eine Lysosomenlokalisation jeweils in verschiede-

nen Tumormodellsystemen gefunden.
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Allgemein lédsst sich somit festhalten, dass K1 und K2 an zelluldre Strukturen ge-

bunden sind, die essentiell fiir die Effektivitdt der photodynamischen Therapie sind.
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4.4 Penetrationseigenschaften von K1 und K2 in multizellu-

liren Tumorsphiroiden

In multizelluldren Tumorspharoiden treten aufgrund der dreidimensionalen Struktur
rdumliche Unterschiede unter anderem in der Sauerstoffkonzentration, im jeweiligen
Proliferationsgrad der Zellen, in der metabolischen Aktivitit der Zellen und auch in
der Néhrstoffverfiigbarkeit auf. Diese Inhomogenitéten, basierend auf der Lokalisa-
tion der Zellen im Sphédroid, spiegeln somit die vorhandenen Gradienten in
soliden Tumoren wider. Damit gelten Sphiroide als wichtige in vitro-Modelle fiir

Tumore in vivo.

Mit derartigen dreidimensionalen Kultursystemen besteht nun die Mdglichkeit, die
Penetrationseigenschaften von Porphyrin-Platin(II)-Komplexen in multizelluldren
Sphiroiden von J82 und UROtsa zu untersuchen. Dazu wurden Sphiroide aus J82-
oder UROtsa-Zellen unter Verwendung der Liquid-Overlay-Technik geziichtet und
ab einer bestimmten Sphéroidgrofe unterschiedlich lange mit L, K1, K2 und Ha-
matoporphyrin in einer Konzentration von 5 uM inkubiert. Die Porphyrinfluores-
zenz und damit die Verteilung von L, K1, K2 und Himatoporphyrin in 5 um dicken

Sphéroidschichten wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen.

In den Abbildungen 54 und 55 sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen fiir
die J82- und UROtsa-Sphéroide mit den dazugehorigen HE-Farbungen dargestellt.
Die dreidimensionalen Zellaggregate wurden 1, 4 und 24 Stunden mit K1 in einer
Endkonzentration von 5 uM inkubiert. Dabei weist der Porphyrin-Platin(Il)-
Komplex K1 eine zeitabhéngige Penetration in J82-Sphéroide wie auch in UROtsa-
Sphiroide auf. Nekrotische Sphéroidabschnitte sind bei beiden Zelllinien ausge-
Spart.
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Abbildung 54: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen und dazugehorige HE-Fdrbungen

zur Untersuchung der Penetration von K1 in J82-Sphdroide bei Inkubationszeiten

von 1, 4 und 24 Stunden.
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Abbildung 55: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen und dazugehorige HE-Fdrbungen
zur Untersuchung der Penetration von K1 in UROtsa-Sphdroide bei Inkubations-

zeiten von 1, 4 und 24 Stunden.
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Auch fiir den Porphyrin-Platin(II)-Komplex K2, den Porphyrinligand L. und Hama-
toporphyrin wurden die Penetrationseigenschaften in den dreidimensionalen J82-
und UROtsa-Zellaggregaten fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei ergaben

sich die gleichen Verteilungsmuster wie beim Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1.

Zusitzlich zur qualitativen Untersuchung der Penetrationseigenschaften der Porphy-
rin-Platin(Il)-Komplexe wurde mit Hilfe der Software MetaMorph die Porphyrin-
fluoreszenz fiir die generierten Sphéroidbilder quantifiziert. Dabei wurden die Spha-
roide in drei Bereiche unterteilt und fiir die Bestimmung der Porphyrinfluoreszenz
wurden insgesamt gleich grofe Sektorenflichen gewihlt. Aufgrund der unterschied-
lichen GroBe der Sphdroide und der damit verbundenen unterschiedlich weiten
Penetrationswege fiir die Verbindungen durfte nur fiir den &uBleren Sektor die
Signifikanz berechnet werden. Dabei ergab sich, dass die auf die Autofluoreszenz
bezogenen Fluoreszenzintensitéten fiir die J82-Sphédroide jeweils grofBer sind als fiir

die Sphiroide aus den normalen urothelialen Zellen.

Die Ergebnisse der Sphéroidexperimente zeigen, dass trotz der relativ hohen
Molmasse der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe (M > 2000 g/mol) die Penetration der
Platinkomplexe nicht auf die duBeren Zelllagen der dreidimensionalen Zellaggregate
beschriankt war. Nach 24 Stunden Inkubation der Sphiroide mit L, K1, K2 und
Héamatoporphyrin in einer Konzentration von 5 uM konnte eine Porphyrinfluores-
zenz auch im Zentrum der Sphiroide fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden.
Zudem bleiben die Fluoreszenzintensitdtsunterschiede zwischen den Tumorzellen
J82 und den normalen Zellen UROtsa auch in dem dreidimensionalen Kultursystem
erhalten, das der in vivo-Situation ndher kommt als die Monolayer-Kuluren (Abbil-

dung 56).



Ergebnisse und Diskussion 128

B )32 B UROtsa
1h 4h 24h

3,57

3,0
p < 0,007

2,54

2,0
p < 0,005

1,5

Fluoreszenzintensitit
mit Bezug auf Autofluoreszenz

1,0-

dulereinnere auBere innere dullereinnere

=

Zelllagen é Zelllagen
Q
N

£
E
5
N

Zelllagen

Zentrum

Spharoidabschnitte

Abbildung 56: Quantitative Analyse der KI1-Fluoreszenz bei den J82- und UROtsa-Sphd-

roiden.

Porphyrin-Platin(I)-Komplexe beinhalten zwei Komponenten, die sich fiir
analytische Untersuchungen eignen. Alle bisherigen Experimente wie jene zur
Porphyrin-Platin(Il)-Komplex-Akkumulation, zur intrazelluliren Lokalisation und
zu Penetrationseigenschaften der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe bezogen sich auf
die fluoreszente Eigenschaft der Porphyrinkomponente. Weiterfithrende Studien

sollen nun die Platineinheit der Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe genauer analysieren.
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4.5 Quantitative Platinbestimmung mit der Atomabsorpti-

onsspektroskopie (AAS)

Aus den bisher durchgefiihrten Untersuchungen ging hervor, dass der Porphyrin-
Platin(IT)-Komplex K1 die vielversprechendsten Eigenschaften im Sinne einer neu-
en Klasse an Photosensibilisatoren mit intrinsischer Zytotoxizitit aufweist. So
konnte mittels Fluoreszenzspektroskopie fiir K1 eine Selektivitdt um den Faktor 1,5
zu den Harnblasenkarzinom-Zellen J82 im Vergleich zu normalen urothelialen Zel-
len festgestellt werden (siche Kapitel 4.2.1). AuBBerdem zeigte der Platinkomplex in
den Chemosensitivititstests eine dhnliche antiproliferative Wirkung auf J82-Zellen
wie die Referenzverbindung Cisplatin, jedoch unter gleichzeitiger Schonung der
UROtsa-Zellen (sieche Kapitel 4.1.1 und 4.1.2). Zudem konnte aufgrund der ausge-
prigten phototoxischen Eigenschaften von K1 eine zusitzliche Wachstumshem-
mung nach Bestrahlung mit inkohdrentem Licht erreicht werden (Kapitel 4.1.5).
Folglich wird im Weiteren der vorgelegten Arbeit genauer auf die Untersuchung der
Platinkomponente des Porphyrin-Platin(I)-Komplexes K1 mit der dazugehdrigen

Referenzverbindung Cisplatin eingegangen.

4.5.1 Quantifizierung von zellassoziiertem Platin nach Behand-

lung von J82- und UROtsa-Zellen mit K1 und Cisplatin

4.5.1.1 Strategie

In den folgenden Versuchen sollte festgestellt werden, ob und inwieweit der Porphy-
rin-Platin(Il)-Komplex K1 im Vergleich zu Cisplatin in J82-Zellen angereichert
wird. Vergleichend dazu wurde auch das Aufnahmeverhalten der Platinverbindun-
gen in die UROtsa-Zellen untersucht. Hiermit sollte geklart werden, inwieweit die
Carrier-Eigenschaft der Porphyrine, die eine Anreicherung der Platinkomponente
bewirken sollte, zum Tragen kommt und ob ein unterschiedliches Ausmal} an Anrei-

cherung die Erklarung fiir die unterschiedliche Wirkung der beiden Zytostatika ist.
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Die Tumor- und Normalzellen wurden hierzu mit den Platinverbindungen behandelt,
nach verschiedenen Inkubationszeiten geerntet, homogenisiert und atomabsorpti-
onsspektrometrisch vermessen. Die Inkubationszeit der J82- und UROtsa-Zellen mit
den Platinkomplexen betrug zwischen 0 und 24 Stunden. Als weiteres Kriterium der
Aufnahmekinetik in die J82- und UROtsa-Zellen sollte gepriift werden, ob die
akkumulierte Platinmenge mit der Inkubationszeit kontinuierlich zunimmt oder ob

etwa schon nach kurzer Zeit ein stationarer Zustand erreicht wird.

Die Konzentrationen der Komplexe im Kulturmedium betrug bei den Versuchs-
ansdtzen entweder 3 uM oder 5 uM. Der Auswahl dieser Platinkonzentrationen
liegen folgende Uberlegungen zu Grunde: Einerseits sollte eine mdoglichst hohe
Platinkonzentration gewidhlt werden, bei der die Zellen bereits eine eindeutige
Wachstumshemmung aufweisen und die aufgenommene Platinmenge durch AAS
nachgewiesen werden kann. Andererseits war zu befiirchten, dass die Tumor- und
Normalzellen durch zu hohe Konzentrationen zu stark geschadigt werden. Nach
Begutachtung der Ergebnisse aus den Zellkulturexperimenten schienen die Konzen-

trationen von 3 uM und 5 uM geeignet zu sein (Kapitel 4.1.1 und 4.1.2).

4.5.1.2 Bestimmung des zellassoziierten Platins

Die Bestimmung von Platin in den Versuchen zur zeitabhidngigen Aufnahme von K1
und Cisplatin erfolgte in Anlehnung an die in der Dissertation von Koch!'*' be-

schriebene Methode mit Hilfe der AAS.

Fiir die Bestimmung der Konzentration des zellassoziierten Platins gelten die Zellpa-

rameter fur die J82- und UROtsa-Zelllinie aus Tabelle &.
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Die zellassoziierte Platinkonzentration cp, ; wird iiber

met, zsp., AAS

crz= = - 107 [M]

7+ Nz zsp., AAS
mit
mpezep,aas = die durch AAS in der eingespritzten Zellsuspension ermittelte Menge

an Platin in ng

Mpr = molare Masse von Platin in g mol”

V = mittleres Volumen einer J82- oder UROtsa-Zelle in pl

Nz zsp.aas = Zahl der Zellen in der zur AAS verwendeten Zellsuspension berechnet.
Dabei gilt:

fBr. * WPprt,, Z - VAAS
Nz, Zsp., AAS — — - 1000
mert., z

mit:

fsr. = Verdiinnungsfaktor bei der Proteingehaltsbestimmung nach Bradford
wen.z = Proteingehalt aus der Proteinbestimmung nach Bradford in pg ml”

Vaas = in das AAS-Gerit eingespritztes Volumen in pl (10ul)

mee,z = mittlere Proteinmasse in einer J82- oder UROtsa-Zelle in pg.
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In den Abbildungen 57 und 58 ist die detektierte Menge an zellassoziiertem Platin in
Abhingigkeit von der Inkubationszeit dargestellt.
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Abbildung 57: Aufnahmekinetik von K1 bzw. Cisplatin in J82- und UROtsa-Zellen bei In-
kubation mit 3 uM Pt-Komplex.
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Abbildung 58: Aufnahmekinetik von K1 bzw. Cisplatin in J§2- und UROtsa-Zellen bei In-
kubation mit 5 uM Pt-Komplex.

Auffallig ist zuniachst die hohere Konzentration an zellassoziiertem Platin von K1
gegeniiber Cisplatin sowohl in J82-Zellen als auch in UROtsa-Zellen bei 3 uM und
5 uM Substanzinkubation. Zusétzlich muss auch auf die ausgeprigte Anreicherung
von K1, etwas weniger von Cisplatin, in den J82- und UROtsa-Zellen hingewiesen
werden. So ist die zellassoziierte Konzentration von K1 im Falle von 5 uM Konzen-
tration und J82-Zellen in etwa 32fach hdher als die extrazelluldre Platinkonzentrati-
on. Die Aufnahmen von K1 und Cisplatin selbst folgen einer Sittigungskinetik, je-
doch wird der Maximalwert langsamer erreicht als die fluoreszenzspektroskopische

Quantifizierung des zellassoziierten Porphyrins von K1 ergab. In sehr guter Uber-
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einstimmung ist die Konzentration des zellassoziierten Platins von K1 in J82-
Tumorzellen nach 24 Stunden Inkubation bei einer Konzentration von 5 uM mit
161,9 £12,5 uM mit dem fluoreszenzspektroskopisch ermittelten Porphyringehalt
von K1 mit 166,4 + 6,0 uM. Hingegen konnte fiir die normalen urothelialen Zellen
kein entsprechender Zusammenhang gefunden werden. Aullerdem zeigen die Abbil-
dungen 57 und 58, dass die Konzentration des zellassoziierten Platins sowohl fiir K1
als auch fiir Cisplatin jeweils in den Normalzellen UROtsa grofler ist als in den

Tumorzellen, was im Widerspruch zum Gehalt des zellassoziierten Porphyrins steht.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe in
Bezug auf die beiden Zelllinien unterschiedliche Reaktionswege und Aufnahmeme-
chanismen beschreiten. Zum Beispiel ist eine frithzeitige Spaltung des Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexes in Porphyrin- und Platineinheit durchaus denkbar. Der Wider-
spruch, dass der Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 die J82-Zellen deutlich stérker
schidigt als die normalen urothelialen Zellen UROtsa (siche Kapitel 4.1.2), jedoch
der Gehalt des zellassoziierten Platins von K1 in UROtsa-Zellen hoher ist als in den
Tumorzellen, sollte nun mittels DNA-Bindungsstudien geklart werden. Schlieflich
ist es die Bindung der Platinkomplexe an das Zielmolekiil in der Zelle, die DNA,

was die antitumorale Wirkung hervorruft.

4.5.2 Quantifizierung der DNA-Platinierung

Im Zusammenhang mit der Aufkldarung des Wirkmechanismus von K1 wurde das
Ausmall der DNA-Platinierung nach 24-stiindiger Inkubationszeit mit 3 uM und
5uM K1 oder Cisplatin bei den J82- und UROtsa-Zellen untersucht. Nach
24 Stunden Inkubation der Zellen mit den Platinkomplexen wurde die DNA isoliert,
mit Ethanol gefillt und anschlieend das an die DNA irreversibel gebundene Platin
mittels AAS bestimmt. Der Grad der Platinierung wird in Basenpaaren pro Platin-
atom angegeben. Damit bedeutet ein kleiner Basenpaar/Pt-Atom-Wert eine hohe

DNA-Platinierung und umgekehrt.
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Die Ergebnisse in den Abbildungen 59 und 60 zeigen, dass die Platinierung der
DNA in den UROtsa-Zellen durch den Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 groBer ist

als in den Tumorzellen.
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Abbildung 59: DNA-Platinierung nach einer 24-stiindigen Inkubation der J82- und
UROtsa-Zellen mit 3 uM K1 und Cisplatin.

So betragt fiir 3 uM-Inkubation der J82-Zellen mit K1 der Basenpaar/Pt-Atom-Wert
etwa 19000 + 2400, wohingegen bei den UROtsa-Zellen der Grad der DNA-
Platinierung bei etwa 14500 = 1450 Basenpaar/Pt-Atom liegt (Abbildung 59). Bei
einer Inkubation der Zellen mit einer Wirkstoffkonzentration von 5 uM sind ent-
sprechend die Basenpaar/Pt-Atom-Werte niedriger: 8350 + 840 Basenpaar/Pt-Atom
fiir die J82-Zellen und 7250 + 1100 Basenpaar/Pt-Atom fiir die normalen urothelia-
len Zellen (Abbildung 60). Fiir Cisplatin gilt bei 3 uM Inkubation gleiches wie fiir
den Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1. Bei 5uM hingegen sind die J82-
Tumorzellen starker platiniert als die UROtsa-Zellen. Jedoch besteht kein signifi-

kanter Unterschied zwischen den beiden Zelllinien.
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Abbildung 60: DNA-Platinierung nach einer 24-stiindigen Inkubation der J82- und
UROtsa-Zellen mit 5 uM K1 und Cisplatin.

Diese experimentellen Daten lassen nach wie vor keinen klaren Zusammenhang von
Grad der DNA-Platinierung zur antitumoralen Wirkung der Porphyrin-Platin(II)-
Platinkomplexe erkennen. Obwohl K1 gegeniiber den Tumorzellen J82 eine deutlich
bessere Antitumorwirkung aufweist als gegen die normalen urothelialen Zellen
UROtsa, ist das AusmalBl der DNA-Platinierung nach 24-stiindiger Inkubationszeit
etwa 1,1 bis 1,3fach hoher zu Gunsten der UROtsa-Zellen. Aus den Chemosensiti-
vitétstests ging hervor, dass Cisplatin sowohl die J82- als auch die UROtsa Zellen in
etwa gleichermallen schiadigt. Dies wiederum ist mit dem Grad der DNA-
Platinierung vereinbar, denn fiir Cisplatin wurden fiir beide Zelllinien nahezu glei-
che Basenpaar/Pt-Atom-Werte gefunden. AuBlerdem lésst sich mit Hilfe der DNA-
Bindungsstudien die dhnliche, zum Teil hohere antitumorale Wirkung des Porphy-
rin-Platin(II)-Komplexes K1 im Vergleich zu Cisplatin auf die J82-Zellen erkléren,
da durch K1 die DNA stirker platiniert ist als durch Cisplatin.
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Die isolierte DNA von Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 und Cisplatin behandelten
J82- und UROtsa-Zellen wurde auch fluoreszenzspektrophotometrisch untersucht.
Dazu wurde, wie bei der fluoreszenzspektroskopischen Quantifizierung des zell-
assoziierten Porphyrins (siche Kapitel 3.4.3), die Emission bei 604 nm bei einer
Anregung von 405 nm bestimmt. Es ldsst sich zusammenfassen, dass zwischen den
verschiedenen DNA-Proben kein Unterschied festgestellt werden konnte, d. h. es
wurde keine fiir die Porphyrine spezifische Fluoreszenz bei den DNA-Proben

detektiert.

Da Platinverbindungen mit Nukleophilen reagieren und dadurch inaktiviert werden
konnen, lag der Gedanke nahe, dass die intrazellulire Glutathionkonzentration
beziiglich den beiden verwendeten Zelllinien unterschiedlich sein kénnte. Denn
nicht zu vergessen ist, dass die Art der Abgangsgruppe fiir die Reaktivitdat von Pla-
tinverbindungen ganz entscheidend ist. Cisplatin und die Porphyrin-Platin(Il)-
Komplexe

unterscheiden sich deutlich in der Art der Abgangsgruppe und damit in der mogli-
chen Reaktivitit mit Nukleophilen. Um dieser Vermutung nachzugehen und eine
mogliche Erkldrung zu finden fiir die Diskrepanz zwischen DNA-Platinierungsgrad
und antitumoraler Wirkung, wurden die intrazelluldire GSH-Konzentration und der
Einfluss von Glutathion (GSH) auf das Wirkverhalten der Platinverbindungen bei
der J82- und UROtsa-Zelllinie bestimmt.

4.5.3 Bestimmung der intrazelluliren Glutathionkonzentration
und des Einflusses von Buthioninsulfoximin (BSO) auf J82-

und UROtsa-Zellen

Thiolhaltige Substanzen gelten als Hauptreaktionspartner von Platinkomplexen im
biologischen Milieu. Die Reaktion mit Thiolen fiihrt meistens zur Inaktivierung des
Platinkomplexes, z. B. durch Bildung von Glutathionkonjugaten. Dabei kommt es
zur Freisetzung der Abgangsgruppe, also des Porphyrinliganden bei den Porphyrin-

[171

Platin(II)-Komplexen, und der Chloridliganden bei Cisplatin.'’"! Die gebildeten
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Konjugate werden dann durch bestimmte Transporterproteine aus der Zelle ent-

fernt.!' !

4.5.3.1 Chemosensitivitatstest mit BSO

Da Glutathion Platinkomplexe inaktivieren kann, sollten Substanzen, die zu einer
Verringerung der intrazelluldren Glutathionkonzentration fiihren, den antiprolifera-
tiven Effekt von Platinverbindungen verstirken. Buthioninsulfoximin (BSO) ist ein
Inhibitor der y-Glutamylcystein-Synthetase, ein Schliisselenzym bei der Biosynthese
von Glutathion. Fiir Buthioninsulfoximin wurde eine Konzentration von 50 uM aus-
gewdhlt, denn in Vorversuchen wurde hiermit kein toxischer Effekt an J82- und
UROtsa-Zellen beobachtet. Fiir die Platinverbindungen wurden Konzentration von

0,25 uM und 0,5 uM verwendet.

Auffallend ist, dass fiir Cisplatin sowohl bei einer Konzentration von 0,25 uM wie
auch bei 0,5 uM fiir beide Zelllinien nahezu keine Wirkverstarkung durch Reduzie-
rung der intrazelluldren Glutathionkonzentration mittels Buthioninsulfoximin er-
reicht werden konnte (Abbildungen 61 und 62). So verringerte sich der T/C,,.-Wert
bei der J82-Zelllinie nach 130 Stunden Inkubation mit 0,5 uM Cisplatin von etwa
73 % auf etwa 54 % mit BSO-Vorinkubation. Fiir die UROtsa-Zelllinie senkt sich
der T/C o-Wert dhnlich von etwa 70 % auf 54 % (Abbildung 62). Im Falle des
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexes K1 wurde fiir die UROtsa-Zelllinie keinerlei Wirk-
verdnderung durch Vorinkubation der Zellen mit Buthioninsulfoximin beobachtet.
Jedoch erhoht sich bei den J82-Zellen die antiproliferative Wirkung von K1 nach
Reduzierung des intrazelluliren Glutathiongehalts deutlich. So nimmt der T/C,, -
Wert bet 0,25 uM K1 von etwa 80 % auf etwa 14 % nach 130 Stunden
Inkubation und bei 0,5 uM von etwa 54 % auf etwa 4 % ab (Abbildungen 61
und 62).
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Abbildung 61: Effekt von K1 (0,25 uM) und Cisplatin (CP, 0,25 uM) auf die Proliferation
von J82- (A und C) und UROtsa-Zellen (B und D) nach Vorinkubation mit BSO
(50 uM und 48 h).
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Abbildung 62: Effekt von KI (0,5 uM) und Cisplatin (CP, 0,5 uM) auf die Proliferation
von J82- (A und C) und UROtsa-Zellen (B und D) nach Vorinkubation mit BSO

(50 uM und 48 h).
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Es lésst sich festhalten, dass der Einfluss von Glutathion auf die Wirkung der Platin-
komplexe bei der UROtsa-Zelllinie deutlich geringer ist als bei der J82-Tumor-
zelllinie. Durch Reduzierung der intrazelluliren Glutathionkonzentration mittels
Buthioninsulfoximin wurde bei der UROtsa-Zelllinie nahezu keine Erhéhung der
antiproliferativen Wirkung der Platinkomplexe aufgrund geringerer Inaktivierung

der Platinverbindungen durch die Thiolverbindung beobachtet.

Unklar 1st, ob dies auf eine sehr hohe intrazelluldre Glutathionkonzentration bei den
UROtsa-Zellen, die durch Inkubation von 50 uM Buthioninsulfoximin nahezu nicht
verdndert wird, zuriickzufiihren ist oder auf eine eher sehr geringe, wobei andere
Reaktionsmechanismen zum Tragen kommen. Der Porphyrin-Platin(Il)-Komplex
K1 zeigt in Gegenwart von BSO eine deutlich hohere antitumorale Wirkung auf die
J82-Zellen. Fiir die Referenzverbindung Cisplatin ist dies nicht der Fall. Damit
scheint fiir die Inaktivierung des Platinkomplexes K1 das intrazellulire Glutathion
von groflerer Bedeutung zu sein als bei Cisplatin. Dies beruht mdglicherweise auf
der hoheren Reaktivitidt der Porphyrin-Platin(II)-Komplexe gegeniiber Nukleophi-
len, was mit den unterschiedlichen Abgangsgruppen in den beiden Platinverbindun-
gen erkldrt werden kann. Um die Rolle des intrazelluldren Glutathions néher zu un-
tersuchen, wurde zum einen der intrazelluldre Glutathionspiegel in den beiden ver-
wendeten Zelllinien tiberpriift und zum anderen untersucht, ob BSO tatsédchlich die
intrazelluldre Glutathionkonzentration in den J82- und UROtsa-Zellen absenkt. Mit
Hilfe des Ellman-Assays soll nun die genaue intrazelluldre Glutathionkonzentration

in den beiden verwendeten Zelllinien bestimmt werden.
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4.5.3.2 Ellman-Assay

Glutathion ist die am héufigsten vorkommende Nichtprotein-Thiolverbindung in
Zellen. Fiir die Bestimmung des Gesamt-SH-Gehalts (d. h. SH-Gruppen in Proteinen
und in niedermolekularen Verbindungen) und des SH-Gehalts von niedermolekula-
ren Verbindungen (d. h. L-Cystein und vor allem Glutathion) in den J82- und
UROtsa-Zellen wurde der Uberstand nach Homogenisierung der Zellen mittels
Ultraschall zum einen direkt und zum anderen nach Behandeln mit 10 %iger Tri-
chloressigsdure mit dem Ellman-Reagenz 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesédure) ver-
setzt. Parallel dazu wurden die J82- und UROtsa-Zellen mit Buthioninsulfoximin
50 uM 24 Stunden vorinkubiert. Damit sollte sich der Glutathiongehalt in den Zel-
len reduzieren. Die Proben wurden bei 412 nm am UV/Vis-Spektrophotometer ver-

messen. Die Ergebnisse werden als pmol GSH/10° Zellen dargestellt.

52
I UROtsa

40

GSH [umol]/10° Zellen

+ 50 uM BSO + 50 uM BSO
Gesamt-SH-Gehalt SH-Gehalt von nieder-
molekularen Verbindungen

Abbildung 63: Gesamt-SH-Gehalt und SH-Gehalt von niedermolekularen Verbindungen in
J82- und UROtsa-Zellen einschlieflich Werte bei 50 uM und 24-stiindiger

Buthioninsulfoximin-Vorinkubation.
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Wie aus Abbildung 63 ersichtlich, nimmt der SH-Gehalt nach Buthioninsulfoximin-
Vorinkubation fiir beide Zelllinien zwar ab, aber fiir die J82-Harnblasenkarzinom-
Zellen wurde sowohl ein hoherer Gesamt-SH-Gehalt als auch ein hoherer SH-Gehalt

von niedermolekularen Verbindungen (d. h. von Glutathion) gefunden.

4.5.4 Zusammenfassende Diskussion

Neben der fluoreszenzspektometrischen Verfolgung der Aufnahme von Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexen in Zellen kann auch die Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)
zur Bestimmung der Aufnahmekinetik in J82- und UROtsa-Zellen verwendet wer-
den. Damit ldsst sich die Platinkomponente der Porphyrin-Platin(II)-Komplexe hin-
sichtlich Aufnahmeverhalten genauer untersuchen. Zudem lésst sich atomabsorpti-
onsspektrometrisch der Grad der Platinierung der DNA bestimmen. Somit sollte sich
ein Zusammenhang zwischen der zytotoxischen Wirkung der Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe und dem Ausmal} der DNA-Platinierung feststellen lassen, denn schlief3-
lich wird die antiproliferative Wirkung von Platinkomplexen durch die Bindung an

die DNA hervorgerufen. Als Referenzverbindung wurde Cisplatin verwendet.

Die Aufnahme von Porphyrin-Platin(I)-Komplex K1 und Cisplatin folgen einer
Sattigungskinetik, wobei die Konzentration des zellassoziierten Platins von K1 fiir
3 uM wie auch fiir 5 uM Substanzkonzentration und fiir beide Zelllinien jeweils
grofer ist als die von Cisplatin. AuBlerdem wurde in dieser Versuchsreihe festge-
stellt, dass die Konzentration des zellassoziierten Platins sowohl fiir K1 als auch fiir
Cisplatin jeweils in den normalen urothelialen Zellen UROtsa grofer ist als in den
Harnblasenkarzinom-Zellen J82. Dies steht im deutlichen Widerspruch zur Quanti-
fizierung des zellassoziierten Porphyrins. Die fluoreszenzspektrometrischen Unter-
suchungen beziiglich der Porphyrinkomponente der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe
ergaben eine etwa 1,5fach hohere Konzentration an zellassoziiertem Porphyrin von
K1 in J82-Tumorzellen gegeniiber UROtsa-Zellen. Dies deutet auf eine frithzeitige
Spaltung der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe in die beiden Komponenten, in die

Platin- und Porphyrineinheit, und — damit verbunden — auf unterschiedliche intra-
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zelluldre Reaktionswege hin. Unterstiitzt wird diese Aussage durch die Beobach-
tung, dass mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie kein Unterschied zwischen der
DNA von mit Porphyrin-Platin(II)-Komplex und mit Cisplatin behandelten Zellen
gemessen werden konnte, d. h. es wurde keine fiir Porphyrine spezifische Fluores-
zenz in den DNA-Proben detektiert. Somit ist anzunehmen, dass die Platin- und
Porphyrineinheit der Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe zu diesem Zeitpunkt der Zell-
inkubation (24 Stunden nach Substanzzugabe) bereits getrennt in den Zellen vorla-
gen. Zu bedenken bleibt, ob die Empfindlichkeit der Fluoreszenzmessung ausreicht,

um eventuell vorhandene Porphyrinfluoreszenz an der DNA nachzuweisen.

Die Konzentration des zellassoziierten Platins spielt fiir die Beurteilung der antitu-
moralen Wirkung der Platinkomplexe eine geringe Rolle, da die Reaktion der Pla-
tineinheiten mit der DNA die Zytotoxizitit der Verbindungen ausmacht. Im Falle
der Bestimmung des zellassoziierten Platins ist keine Unterscheidung des gemesse-
nen Platins hinsichtlich extrazelluldr oder intrazelluldr gebunden mdéglich. So resul-
tiert der hohere Gehalt an zellassoziiertem Platin bei den im Vergleich zu den
J82-Tumorzellen kleineren UROtsa-Zellen (Tabelle 8) moglicherweise aus deren

grofBerem Oberflachen-Volumen-Verhiltnis.

Wie bereits beschrieben, konnen Platinkomplexe ihre Reaktionsfahigkeit durch Bin-
dung an Aminoséduren und Proteinen in der Zelle, aber auch schon im Kulturmedium
verlieren. Die Bestimmung des sogenannten freien Platins fiir K1, K2 und Cisplatin
im Kulturmedium sollte mit Hilfe der Ultrafiltration durchgefiihrt werden. Hierdurch
wiirde der an Makromolekiile gebundene Anteil an Platin abgetrennt werden. In
Vorversuchen wurde jedoch festgestellt, dass die wasserloslichen Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexe an den Membranen der Nanosep-Filter (Pall GmbH) verschie-
dener Porengrofle bei Ultrafiltration zum Teil hidngen blieben. Damit konnte der
freie, ultrafiltrierbare Platingehalt der Porphyrin-Platin(I1)-Komplexe nicht bestimmt
werden. Fiir Cisplatin wurde der gleiche Platinwert von ultrafiltrierter und nicht

filtrierter Probe gefunden.



Ergebnisse und Diskussion 145

Die Untersuchungen zur DNA-Platinierung zeigten, dass die DNA der UROtsa-
Zellen nach 24-stiindiger Inkubationszeit mit dem Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1
1,1 bis 1,3fach hoher platiniert ist als die DNA der Tumorzellen. Fiir Cisplatin trifft
dies bei einer Konzentration von 3 uM ebenfalls zu, bei 5 uM ist das Ausmal3 der
DNA-Platinierung nahezu identisch fiir beide Zelllinien. Da Cisplatin die normalen
urothelialen Zellen UROtsa in etwa genauso stark schidigt wie die Tumorzellen J§2,
entspricht somit der in etwa gleiche Grad der DNA-Platinierung der gefundenen an-
tiproliferativen Wirkung von Cisplatin auf die beiden Zelllinien. Fiir den Porphyrin-
Platin(IT)-Komplex K1 trifft dies nicht zu. Obwohl K1 gegeniiber den Tumorzellen
J82 eine deutlich bessere Antitumorwirkung aufweist als gegen die normalen
urothelialen Zellen, ist die DNA bei den UROtsa-Zellen nach 24 Stunden Inkubati-
onszeit hoher platiniert als bei den J82-Tumorzellen. Die von den Platinkomplexen
ausgehenden unterschiedlichen Effekte auf das Wachstum der Tumor- und Normal-
zellen konnen also nicht anhand des Platinierungsgrads der DNA erklart werden.
Dies ist kein Einzelfall. In der Literatur sind eine Reihe von Platinkomplexen wie
substituierte Diaqua(1,2-diphenylethylendiamin)platin(Il)-sulfate beschrieben, bei
denen auch zwischen antitumoraler Wirkung und Grad der DNA-Platinierung eine

t.'1 Auch fiir Cisplatin sind in der Literatur Beispiele

deutliche Diskrepanz vorlieg
bekannt, wo keine Korrelation zwischen antiproliferativer Wirkung und dem

Platinierungsgrad der DNA vorhanden ist. Derartige Beobachtungen wurden bei

176] [177

Ovarial-,/'"" Lungen-,ms] Kolon-"""® und Hodenkarzinomzelllinien ]gemacht.

Vielmehr miissen hierfiir unterschiedliche Reaktionen der einzelnen Substanzen,
Porphyrin-Platin(II)-Komplex und Cisplatin, mit den Strangen der DNA verant-
wortlich gemacht werden. Wie in der Einleitung schon dargestellt, sind die bevor-
zugten Bindungsstellen der hydrolysierten Platinkomplexe an der DNA die N7-
Atome von Guanin und, in geringerem Ausmall, von Adenin. Durch einen bifunkti-
onellen Angriff der Komplexe an beiden Stringen besteht zum einen die Mdglich-
keit der Quervernetzung der DNA (interstrand cross-linking). Im Zellkern findet
diese Art der Reaktion mit den Nukleobasen jedoch nur zu 1 % statt und wird daher

als nicht entscheidend fiir die zytotoxische Wirkung eines Platinkomplexes gesehen.
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Auf der anderen Seite kann der zweite Angriff des Komplexes auch innerhalb eines
Stranges (intrastrand cross-linking) stattfinden, wobei die entsprechenden Basen
entweder unmittelbar benachbart oder durch eine Base getrennt sind. Diese Art der
Verkniipfung, die einen Knick in der DNA bewirkt, wird heute allgemein als Erkla-
rung fiir eine Hemmung der DNA-Replikation bevorzugt.!'”™ Daneben kann es aber
auch zu monofunktionellen Bindungen der Komplexe an die DNA und zu DNA-
Protein-crosslinks kommen, die therapeutisch jedoch keine Rolle spielen (sieche Ka-
pitel 1.2.4). Demnach ist es denkbar, dass die Platineinheit des Porphyrin-Platin(II)-
Komplexes K1 in den beiden Zelllinien unterschiedlich gebunden wird. Wie in den
Chemosensitivitdtstests gesehen, schidigt der Porphyrin-Platin(Il)-Komplex die J82-
Tumorzellen deutlich stirker als die normalen urothelialen Zellen, jedoch ist die
DNA der UROtsa-Zelllinie hoher platiniert als die der J82-Zelllinie. Folglich ist vor-
stellbar, dass der Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 an die DNA der UROtsa-
Zelllinie eher monofunktionell oder interstrand bindet, wohingegen bei der J82-

Zelllinie eher intrastrand crosslinks vorkommen.

Thiolhaltige Verbindungen gelten als Hauptreaktionspartner von Platinkomplexen in
Zellen und fithren meistens zur Inaktivierung des Platinkomplexes. Das Tripeptid
Glutathion ist die am héufigsten vorkommende Nichtprotein-Thiolverbindung in
Zellen. Glutathion kann somit als Nukleophil wirken. Bei einem hoheren Gluta-
thiongehalt in UROtsa-Zellen als in J82-Zellen hitte man vermuten kdnnen, dass es
zur starkeren Ausbildung von DNA-Glutathion-crosslinks in UROtsa-Zellen kommt.
Dies hatte die Diskrepanz zwischen DNA-Platinierungsgrad und antitumoraler Wir-
kung beim Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 erklidren kénnen. Jedoch zeigte sich im
Ellman-Assay, dass sowohl der Gesamt-SH-Gehalt (d. h. SH-Gruppen in Proteinen
und in niedermolekularen Verbindungen) als auch der SH-Gehalt von niedermole-
kularen Verbindungen (d. h. vor allem Glutathion) in J82-Zellen hoher ist als in den
UROtsa-Zellen. Verstandlich ist aber nun die hohere DNA-Platinierung der
UROtsa-Zellen im Vergleich zu den J82-Tumorzellen. Denn die geringere intra-
zelluldre Glutathionkonzentration bei der UROtsa-Zelllinie hat zur Folge, dass im

Zytoplasma weniger nukleophile Reaktionspartner fiir die Platinverbindungen vor-
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handen sind. Damit werden weniger Platinkomplexe im Zytoplasma deaktiviert; so-
mit konnen mehr Platineinheiten an die DNA der UROtsa-Zellen gelangen. Diese
Ergebnisse weisen auf weitaus kompliziertere Reaktionswege bezliglich der Porphy-

rin-Platin(IT)-Komplexe hin.

Nicht zu vergessen ist, dass Platinverbindungen auch nach der Bindung an die DNA
wieder entfernt werden konnen. Wahrscheinlich wiirde chromosomale DNA bei
einer hoheren Inkubationszeit als 24 Stunden noch weiterhin platiniert werden, wenn
nicht auch ein gleichzeitiger Ausbau durch Reparatur stattfinde. Ein- und Ausbau
von Platinkomplexen kann also gleichzeitig stattfinden. Zahlreiche Studien, die sich
mit Resistenzerscheinungen beschiftigen, belegen eindeutig, dass diverse Zelllinien
die Fahigkeit zur DNA-Reparatur besitzen, und dass die zytostatische oder zytotoxi-
sche Wirkung der Komplexe durch das Ausmal} der Reparatur entscheidend beein-

d.l"! Es ist z. B. bekannt, dass die Heilungschancen bei Hodenkarzinomen

flusst wir
durch eine Cisplatin-Chemotherapie au3erordentlich gut sind. In in vitro-Versuchen
konnte festgestellt werden, dass Hodentumor-Zelllinien deutlich sensitiver auf viele
Chemotherapeutika reagieren als z.B. Harnblasenkarzinom-Zelllinien.!"® So
konnte die Gruppe von Masters in in vitro-Experimenten zeigen, dass Hodenkarzi-
nom-Zellen im Vergleich zu Harnblasenkarzinom-Zellen nur reduziert fihig sind,
Cisplatin-geschiadigte DNA zu reparieren. Dies konnte die Hypersensitivitdt der Ho-
denkarzinom-Zellen gegeniiber DNA-schidigenden Substanzen erkldaren, denn auch
die DNA der Hodenkarzinom-Zellen war weniger stark platiniert als die der Harn-

blasenkarzinom-Zellen.['*!]

Damit ist anzunehmen, dass bei den normalen urothelialen Zellen UROtsa der Repa-
raturmechanismus deutlich effizienter funktioniert als bei den J82-Harnblasen-
tumor-Zellen. Die Frage ist, warum unterschiedliche Spiegel von DNA-gebundenem
Platin fiir die verschiedenen Platinkomplexe gefunden wurden. Ursache hierfiir

konnten unter anderem die unterschiedlichen Abgangsgruppen sein.



Ergebnisse und Diskussion 148

Alle Bestimmungen wurden auch fiir den Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K2 durch-
gefiihrt. Dabei wurden die gleichen Beobachtungen gemacht wie bei K1.



5 Kapitel

Ergebnisse

In vitro-Untersuchungen der

Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1a und K2a

5.1 Chemosensitivitatstest

Der wasserlosliche Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 zeigte in den bisher durchge-
fiihrten in vitro-Untersuchungen vielversprechende Eigenschaften im Hinblick auf
eine neue Klasse an Photosensibilisatoren mit intrinsischer Zytotoxizitit. So scha-
digt K1 die J82-Harnblasenkarzinom-Zellen stdrker als die normalen urothelialen
Zellen UROtsa, was fiir die Referenzverbindung Cisplatin nicht zutrifft. Des Weite-
ren wurde festgestellt, dass die deutliche lichtinduzierte Toxizitdt von K1 durch die
in etwa Sfach hohere Anreicherung in J82-Zellen im Vergleich zur Referenzverbin-
dung Hamatoporphyrin bedingt ist. Weitere Eigenschaften der Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe K1 und K2 wie Aufnahmekinetiken, intrazellulare Lokalisation, Penetra-
tionseigenschaften in 3-D Zellaggregaten oder Grad der DNA-Platinierung sind aus
Kapitel 4 zu entnehmen. Jedoch sind die wasserloslichen Porphyrin-Platin(1I)-

Komplexe K1 und K2 mit den Polyethylenglykol-750-Seitenketten schwieriger zu
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synthetisieren und zu reinigen als die entsprechenden Platinverbindungen K1a und
K2a. Von daher empfiehlt es sich, diese Platinverbindungen nun genauer in vitro zu

untersuchen.

Wie bei den wasserloslichen Porphyrin-Platin(IT)-Komplexen wurden auch bei den
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexen Kla und K2a Chemosensitivititstests mit Dauer-
inkubation, mit Vorinkubation, mit Kurzzeitinkubation und mit oder ohne Bestrah-
lung durchgefiihrt (siehe Kapitel 3). Im Anhang sind die entsprechenden Wachs-
tumskurven dargestellt (siche Kapitel 7.3).

An der J82- und UROtsa-Zelllinie wurde die Wirkung der Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe Kla und K2a, dazu von Porphyrinligand La, alle gelost in DMF, fiir die
Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM und 5 uM untersucht.

Beide Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1a und K2a wirken proliferationshemmend
bzw. zytozid auf die J82- wie auch auf die UROtsa-Zellen unter Dauerinkubation im
Dunkeln. Die J82-Zelllinie ist im Vergleich zur UROtsa-Zelllinie gegeniiber dem
Porphyrin-Platin(II)-Komplex Kla bei allen drei eingesetzten Konzentrationen
etwas sensitiver. K2a hingegen schédigt die J82-Zellen nur in den Konzentrationen
0,5 uM und 1 pM mehr als die normalen urothelialen Zellen UROtsa (Abbildun-
gen 71 und 72). Zu bedenken ist aber, dass lediglich K2a eine optimale Wirkungs-
abfolge von 0,5 uM tiiber 1 uM zu 5 uM hin aufweist. So nimmt der T/C,,,-Wert
bei K2a und J82-Zellen bei 5 uM auf etwa 7 %, bei 1 uM auf etwa 21 % und bei
0,5 uM auf etwa 46 % nach 120 Stunden Dauerinkubation ab (Abbildung 71C). Fiir
die UROtsa-Zelllinie sind die korrespondierenden T/C,,.-Werte bei 5 uM etwa 4 %,
bei 1 uM etwa 41 % und bei 0,5 uM etwa 75 % (Abbildung 72C). Der wasserlosli-
che Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 zeigt beziiglich der UROtsa-Zelllinie die glei-
che antitumorale Wirkung, wohingegen K1 auf die J82-Zellen etwas stirker antipro-
liferativ wirkt als K2a (sieche Abbildungen 29B und 30B). Wie der Porphyrinligand
L, so ist auch La bei 5 uM Inkubation auf die J82-Zellen geringfiigig zytotoxisch.
Der entsprechende T/C.,-Wert betrdgt nach 120 Stunden Dauerinkubation 69 %
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(Abbildung 71A). Bei den niedrigeren Konzentrationen 0,5 uM und 1 puM ist La
wirkungslos. An der UROtsa-Zelllinie zeigt La auch in der hochsten Konzentration

von 5 uM keine wachstumshemmende Wirkung (Abbildung 72A).

Wie bei den wasserloslichen Porphyrin-Platin(II)-Komplexen K1 und K2 wurde
auch bei den Platinkomplexen Kla und K2a die Inaktivierung im Kulturmedium
untersucht. Dazu wurden entsprechend Kapitel 4.1.3 die Substanzen in einer Kon-
zentration von 5+ 102 M 1:1000 mit Kulturmedium verdiinnt und unterschiedlich
lange bei 37 °C, 5 % CO, in wasserdampfgesittigter Atmosphére inkubiert. Nach
entsprechender Vorinkubationszeit wurden mit diesen Medien ein Chemosensitivi-

tatstest an J82- und UROtsa-Zellen durchgefiihrt.

In Anlehnung an die wasserloslichen Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe K1 und K2 ist
auch fiir die Platinkomplexe K1a und K2a ein geringer Wirkverlust in Abhéngigkeit
von der Dauer der Vorinkubation bei beiden Zelllinien zu verzeichnen (Abbildungen
73 und 74). Jedoch ist ihr Aktivitdtsverlust im Vergleich zur Referenzverbindung
Cisplatin deutlich geringer. In T/C,,,-Werten ausgedriickt bedeutet dies fiir K2a bei
der J82-Zelllinie eine Erhohung von ca. 7 % bei 0 h Vorinkubation auf etwa 12 %
bei 24 h Vorinkubation (Abbildung 73C) und bei der UROtsa-Zelllinie von ca. 4 %
auf 12 % (Abbildung 74C). Die Dauer der Vorinkubation hat auf den Porphyrin-
liganden La im Bereich der Fehler keinen Einfluss. Jedoch zeigt sich auch hier die
zytotoxische Eigenschaft des Porphyrinliganden auf die J82-Zellen bei einer Sub-
stanzkonzentration von 5 uM (Abbildung 73A).

Fir die Chemosensitivititstests mit Vorinkubation ldsst sich festhalten, dass die
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe K1a und K2a durch Reaktionen mit Nukleophilen
im Kulturmedium langsamer inaktiviert werden als die Referenzverbindung Cispla-

tin.

Die Chemosensitivititstests mit Kurzeitinkubation zeigen, dass bei den Porphyrin-
Platin(IT)-Komplexen K1a und K2a die wachstumshemmende Wirkung nach Redu-

zieren der Inkubationszeit von Dauerinkubation tiber 24 Stunden Kurzzeitinkubation
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bis 3 Stunden Inkubation deutlich abnimmt. Bei K2a ist die Abnahme der antitumo-
ralen Wirkung geringer als bei Kla (Abbildung 75). So betrdgt bei Kla und J82-
Zellen bei Dauerinkubation nach 140 Stunden Inkubation die Zytozidie etwa 6 %,
wohingegen bei 6 Stunden Kurzzeitinkubation der T/C.,,-Wert 27 % und bei
3 Stunden 54 % ist (Abbildung 75A). Fiir K2a ist die entsprechende Abstufung von
3 % Zytozidie tiber 10 % T/C.,-Wert zu 17 % korrigierten T/C-Wert (Abbildung
75B). Fiir die UROtsa-Zelllinie sind die Effekte dhnlich. Damit verhalten sich die
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe K1a und K2a im Chemosensitivititstests mit Kurz-
zeitinkubation &dhnlich wie die Referenzverbindung Cisplatin (siche Abbildung
33C). Wie bei Cisplatin miissen die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe Kla und K2a
mindestens 24 bzw. 12 Stunden auf die Zellen einwirken, um eine dhnliche wachs-
tumshemmende Wirkung zu erreichen als bei Dauerinkubation. Bei den wasserlosli-
chen Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen K1 und K2 bewirkten schon die nach 3 Stun-
den Substanzinkubation verursachten Schaden an J82- und UROtsa-Zellen den vol-
len wachstumshemmenden Effekt wie bei Dauerinkubation (sieche Abbildungen 33
und 34). Somit wirken die wasserldslichen Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1 und
K2 an beiden Zelllinien schneller als die Platinkomplexe K1a und K2a und die Re-

ferenzverbindung Cisplatin.

Fiir die Untersuchung der lichtinduzierten Toxizitdt neben der Dunkeltoxizitit der
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe Kla und K2a wurden die J82- und auch die
UROtsa-Zellen 24 Stunden nach Substanzinkubation mit inkohdrentem Licht der
Wellenlinge 600 bis 730 nm und einer Energiedosis von 24 J/cm® bestrahlt. Als

Wirkstoftkonzentrationen wurden 0,5 uM und 1 uM verwendet.

Bei den Platinkomplexen K1a und K2a verdnderte sich die Proliferation der J82-
und UROtsa-Zellen sowohl bei 0,5 uM als auch bei 1 uM Substanzkonzentration
nicht aufgrund der Bestrahlung (Abbildungen 76 bis 79). Somit zeigen die Porphy-
rin-Platin(I)-Komplexe Kla und K2a bei dieser Bestrahlungsdosis keinen photo-
toxischen Effekt. In Bezug auf die photodynamische Effektivitit sind die Platin-
komplexe K1a und K2a mit dem wasserldslichen Porphyrin-Platin(IT)-Komplex K2
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vergleichbar (sieche Abbildungen 36B und 38B). Beim Porphyrinligand La trat le-
diglich bei 1 uM und bei den J82-Zellen ein photodynamischer Effekt auf. Dabei
reduzierte sich die Zellmasse durch 10-miniitiges Bestrahlen von einem T/C.q -
Wert von etwa 109 % auf etwa 66 % (Abbildung 78A). Insgesamt ldsst sich festhal-
ten, dass die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1a und K2a in diesem Chemosensiti-
vitdtstest keine phototoxischen Effekte zeigten. Damit liegt anders als beim wasser-

16slichen Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 keine synergistischer Wirkeffekt vor.

5.2 Analytische Untersuchungen von Kla und K2a

Die letzte Stufe zur Synthese der Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe K1a und K2a be-
inhaltet die Komplexierung des Liganden La mit der entsprechenden Platineinheit.
Dazu wird der Ligand La in Ethanol aufgenommen und mit einer dquimolaren
Menge an Diammin(diaqua)platin(Il)-dihydroxid fiir Kla oder (%)-trans-1,2-
Diaminocyclohexan(diaqua)platin(Il)-dihydroxid fiir K2a in 50 %iger ethanolischer
Losung versetzt. Die sich bildenden Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe Kla und K2a
fallen aus der Reaktionslosung aus und konnen iiber ein Membranfilter abgesaugt
werden. Durch Nachwaschen mit Wasser entfernt man {iberschiissigen Diammin-
oder Diaminplatin(Il)-Komplex, wihrend durch Waschen mit Ethanol nicht
umgesetzter Porphyrinligand La abgetrennt werden kann.”™ Diese Synthesedurch-
fithrung zeigt, dass die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe K1a und K2a nur eine gerin-
ge Wasserloslichkeit haben. Da alle in vitro-Untersuchungen in wéssrigen Systemen
stattfinden, wurde nun analytisch {iberpriift, ob die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe
Kla und K2a in den verwendeten Testkonzentrationen von 0,5 uM, 1 uM und
5 uM tberhaupt im Kulturmedien vollstindig geldst sind, denn bei der Substanzzu-
gabe zu den J82- oder UROtsa-Zellen werden die Porphyrin-Platin(II)-Komplexe
K1a und K2a, in DMF gelost, 1:1000 mit Kulturmedium zu den entsprechenden

Wirkstoffkonzentrationen verdiinnt.

Die Bestimmung der Loslichkeit der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe Kla und K2a
erfolgte mit Hilfe der Atomabsorptionsspektroskopie. Dazu wurde eine 5 - 10° M
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Stammlosung der Platinkomplexe 1:1000 mit PBS-Losung verdiinnt. Diese Proben
wurden zum einen direkt in das AAS-Gerét eingespritzt und zum anderen wurden
sie nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 10000 g im Atomabsorptionsspektrometer
vermessen. Analog wurde auch mit den Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen K1 und K2
und Cisplatin verfahren. Der Quotient aus den gemessenen nicht zentrifugierten und
zentrifugierten Platinwerten ergibt die Wiederfindungsrate (Abbildung 64). Aus der
Platinbestimmung der zentrifugierten Probe kann in erster Ndherung die Loslichkeit

der Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe angegeben werden.
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Abbildung 64: Wiederfindungsrate der Platinkomplexe bestimmt mittels Atomabsorptions-

spektroskopie.

Aus Abbildung 64 ist ersichtlich, dass die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe K1 und
K2 und Cisplatin im wissrigem Milieu bei 5 puM Substanzkonzentration vollstindig

geldst sind, was einer Wiederfindungsrate von 100 % entspricht. Fiir die Porphyrin-
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Platin(Il)-Komplexe K1a und K2a hingegen konnte nur eine Wiederfindungsrate
von 13,6 % und 12,6 % gefunden werden, was fiir Kla eine Loslichkeit von etwa
0,45+ 0,12 uM und fiir K2a etwa 0,43 + 0,11 uM ergibt. Somit bilden die Porphy-
rin-Platin(IT)-Komplexe K1a und K2a bei den eingesetzten Substanzkonzentratio-
nen von 0,5 uM, 1 uM und 5 uM Mikrosuspensionen im wéssrigem Milieu und
missen daher von weiteren Anwendungen und Untersuchungen ausgeschlossen

werden.



6 Kapitel

Zusammentassung

Die Therapiemaflnahmen des Harnblasenkarzinoms orientieren sich in erster Linie
am Tumorstadium. Trotz intensiver Bemiihungen ist nach wie vor M-VEC die
Kombination, die bei Patienten mit metastasiertem Urothelkarzinom weltweit einge-
setzt wird. Die Belastung der zumeist nicht mehr jungen Patienten ist sehr hoch, da
hiufig Nebenwirkungen (Ubelkeit, Erbrechen, Alopezie) auftreten. Daher ist die
Entwicklung weiterer Behandlungsmethoden von Interesse. Die photodynamische
Tumortherapie (PDT) nach intravendser oder intravesikaler Verabreichung eines
Photosensibilisators mit anschlieBender in situ-intravesikaler Aktivierung durch
Licht geeigneter Wellenldnge ist ein alternativer Therapieansatz bei der Behandlung
von vornehmlich multifokalen, rezidivierenden oberfldchlichen Harnblasenkarzino-
men. Die PDT basiert auf dem Zusammenwirken der drei Faktoren Photosensibili-
sator, Sauerstoff und sichtbares Licht. Ein Vorteil der PDT ist, dass die verwendeten
Substanzen, seien es Porphyrinoide oder der endogene Photosensibilisator 5-Amino-
lavulinsdure, eine gewisse Tumorselektivitdt aufweisen. Durch eine geeignete Be-
strahlungsmodalitit kann die Schiadigung von gesundem Gewebe verringert werden.
Bis jetzt finden Hamatoporphyrin-Derivate (z. B. Photofrin) klinische Anwendung.
Trotz guter Erfolge mit Himatoporphyrin-Derivaten traten bei diesen Photosensibi-
lisatoren der ersten Generation verschiedene Nachteile auf, wie 1) relative lange

Lichtempfindlichkeit der behandelten Patienten, i1) geringe Eindringtiefe des ver-



Zusammenfassung 157

wendeten Lichts (630 nm) in das Gewebe von maximal 2-3 mm, iii) geringer mola-
rer Absorptionskoeffizient, was den Einsatz hoherer Photosensibilisatorkonzentrati-

onen und Lichtleistungen notwendig machte.

Mit Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen sollen die zwei Therapieansidtze bei der
Behandlung von Harnblasenkarzinomen, die zytostatische Therapie und die photo-
dynamische Therapie, in einer Substanz miteinander verbunden werden. Dabei er-
hofft man sich, dass der normalerweise unselektiv wirkende Arzneistoff Cisplatin,
welcher Bestandteil der M-VAC-Polychemotherapie bei Harnblasenkarzinomen ist,
durch die Carrier-Eigenschaft der Porphyrine selektiv im Tumorgewebe angereichert
wird und dort seine volle Wirkung entfalten kann. Dariiber hinaus wiinscht man
sich, dass im Rahmen der photodynamischen Behandlung durch Hinzunahme der
Wirkung der Platinkomponente auch tiefer liegendes Tumorgewebe, das durch the-
rapeutisches Licht (Wellenldngenbereich etwa 600 bis 850 nm) aufgrund der limi-

tierten Eindringtiefe in biologisches Gewebe nicht erreicht wird, geschadigt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe an
einem Modell eines gering differenzierten invasiven Harnblasentumors in vitro auf
thre Effektivitdt hin untersucht. Der gering differenzierte invasive Tumor wurde
durch die Zelllinie J82 simuliert, wihrend UROtsa stellvertretend fiir das umgeben-
de gesunde Urothel verwendet wurde. Den Mittelpunkt der Analysen stellte die
in vitro-Untersuchung von vier Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen mittels Chemosen-
sitivititstests nach Kristallviolett-Farbung dar. Dabei wurde die Wirkung der Platin-
komplexe in Dauerinkubation im Dunkeln, deren Phototoxizitit nach Bestrahlung
mit inkohdrentem Licht der Wellenldnge 600 nm bis 730 nm, deren Inaktivierung im
Kulturmedium und deren antiproliferative Wirkung nach wechselnden Einwirkzei-
ten untersucht. Dazu wurden fiir die Bewertung der Effektivitidt der photodynami-
schen Therapie und zytostatischen Therapie entscheidende Parameter wie intrazel-
luldre Konzentration und intrazelluldre Lokalisation fiir zwei Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe bestimmt. AuBlerdem wurden die Penetrationseigenschaften der Porphy-

rin-Platin(IT)-Komplexe an multizelluldren Sphéroiden von der J82- und UROtsa-
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Zelllinie analysiert. Als analytische Verfahren wurden fiir die Porphyrineinheit der
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe fluoreszenzgestiitzte Analysemethoden und fiir die

Platineinheit die Atomabsorptionsspektroskopie verwendet.

Untersucht wurden zwei wasserlosliche Porphyrin-Platin(I1)-Komplexe K1 und K2
mit Polyethylenglykolmonomethylether-Seitenketten an der Porphyrineinheit und,
entsprechend dazu, zwei Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe Kla und K2a mit Diethy-
lenglykolmonomethylether-Seitenketten. Zusétzlich analysiert wurden jeweils die
dazugehorigen Porphyrinliganden L und La und die Referenzverbindungen Hima-

toporphyrin und Cisplatin.

Die Porphyrin-Platin(IT)-Komplexe Kla und K2a, gelost in DMF, wirkten wachs-
tumshemmend bzw. zytozid auf die J82- wie auch auf die UROtsa-Zellen unter
Dauerinkubation im Dunkeln. Jedoch wurden die J82-Tumorzellen vom Porphyrin-
Platin(Il)-Komplex Kla in allen drei eingesetzten Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM
und 5 uM und von K2a in den beiden niedrigeren Konzentrationen etwas stérker
geschédigt als die normalen urothelialen Zellen UROtsa. Nach Bestrahlung der J82-
und UROtsa-Zellen mit inkohédrentem Licht der Wellenlange 600 bis 730 nm und
einer Energiedosis von 24 J/cm® zeigten beide Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe kei-
nen phototoxischen Effekt bei Substanzkonzentrationen von 0,5 uM und 1 pM.
Demnach hat sich das Ziel, den zytostatischen Effekt einer Platineinheit und die
photodynamische Aktivitdt einer Porphyrineinheit in einer Substanz zu kombinieren,
nicht erfiillt. Zusdtzlich wurde mittels Atomabsorptionsspektroskopie festgestellt,
dass die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe Kla und K2a in den eingesetzten Kon-
zentrationen von 0,5 uM, 1 uM und 5 uM Mikrosuspensionen im wéssrigen Milieu
bilden. Daher miissen beide Verbindungen als mogliche neue, selektive Photosensi-
bilisatoren mit intrinsischer Zytotoxizitéit fiir Harnblasenkarzinome ausgeschlossen
werden. In diesem AAS-Experiment wurde die Wasserloslichkeit der Porphyrin-

Platin(IT)-Komplexe K1 und K2 bestétigt.
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Der wasserlosliche Porphyrin-Platin(I)-Komplex K2 wies im Chemosensitivitéts-
assay mit Bestrahlung auch nur eine sehr geringe photodynamische Aktivitéit auf,
womit sich auch hier die Zielsetzung, zwei Therapieansitze zur Behandlung von
Harnblasenkarzinomen, die zytostatische Therapie und die photodynamische Thera-

pie, in einer Substanz miteinander zu verbinden, nicht erfiillte.

Im Falle des wasserloslichen Porphyrin-Platin(Il)-Komplexes K1 ergab sich folgen-
des Bild. Im Chemosensitivititstest mit Dauerinkubation im Dunkeln zeigte sich,
dass die J82-Tumorzellen deutlich sensitiver auf K1 reagieren als die normalen
urothelialen Zellen. So werden in etwa ein Drittel bis zur Hélfte mehr Tumorzellen
geschidigt als normale Zellen. Die Referenzverbindung Cisplatin schéddigt jedoch
J82- wie auch UROtsa-Zellen im gleichen Maf3e, unabhéngig von der eingesetzten
Konzentration. Auch andere Zytostatika, die in der Klinik zur Behandlung von
Harnblasenkarzinomen bereits verwendet oder experimentell untersucht werden,

zeigten in Bezug auf beide Zelllinien dhnliche Wirkungsspektren.

Zusitzlich konnte beim Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 neben der wachstums-
hemmenden Wirkung der Platinkomponente eine deutliche Hemmung des Zell-
wachstums aufgrund der Bestrahlung bei einer Substanzkonzentration von 0,5 uM
festgestellt werden. Dabei handelt es sich um einen synergistischen Wirkeffekt im
Vergleich zu den Referenzverbindungen Cisplatin, Hiamatoporphyrin und einer
Mischung aus beiden Verbindungen. Ein Vergleich der Wirkspektren von K1 auf
J82- und UROtsa-Zellen zeigt, dass auch mit Hinzunahme der Phototoxizitéit des
Porphyrin-Platin(II)-Komplexes die normalen urothelialen Zellen deutlich weniger
stark geschéddigt wurden als die Tumorzellen. Die insgesamt wesentlich schwéchere
Schidigung der normalen urothelialen Zellen UROtsa, sowohl zytotoxisch als auch
lichtinduziert, ermdglichte es diesen, sich auch wieder schneller von der Behandlung
zu erholen. Dabei ist festzuhalten, dass sich das Zusammenspiel aus verwendeter
Wirkstoffkonzentration von 0,5 uM fiir K1 und Bestrahlungsdauer, d. h. der Ener-
giedichte, mit dem Ziel einer maximalen wachstumshemmenden Wirkung fiir die

J82-Tumorzellen unter gleichzeitiger maximaler Schonung der normalen urothelia-
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len Zellen UROtsa, noch optimieren ldsst. Es sei bemerkt, dass in der Literatur
Bestrahlungsversuche im Rahmen von Zellkulturexperimenten mit Energiedichten

von bis zu 48 J/cm? beschrieben sind.['*?

Weitere Eigenschaften des Porphyrin-Platin(Il)-Komplexes K1 wurden im Chemo-
sensitivitdtstest mit Vor- und Kurzzeitinkubation untersucht. Generell 1sst sich fest-
halten, dass der Aktivitdtsverlust des Porphyrin-Platin(II)-Komplexes K1 durch
mogliche Inaktivierung im Kulturmedium geringer ist als der von Cisplatin. Auf3er-
dem zeigte sich fiir K1, dass eine 3-stiindige Substanzinkubation gefolgt von einem
Mediumwechsel zu zytostatikafreien Bedingungen ausreicht, um die gleiche an-
tiproliferative Wirkung zu erreichen wie bei Dauerinkubation. Um bei Cisplatin eine
dhnliche Wirkung wie bei Dauerinkubation zu erhalten, muss die Platinverbindung

mindestens 12 Stunden auf die Zellen einwirken.

Insgesamt betrachtet weist der Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 bessere Wirkei-

genschaften als die Referenzverbindungen Cisplatin und Himatoporphyrin auf.

Diese Beobachtungen waren Ausgangspunkt fiir weitere in vitro-Untersuchungen zu
den Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen. So wurden fiir die Effektivitidt der zytostati-
schen Therapie und der photodynamischen Therapie entscheidende Schliisselaspekte
wie die Konzentration an zellassoziiertem Porphyrin, intrazelluldre Lokalisation

oder Grad der DNA-Platinierung ndher untersucht.

Die Bestimmung des zellassoziierten Porphyrins nach Inkubation mit Porphyrin-
Platin(IT)-Komplex, Porphyrinverbindung oder Hidmatoporphyrin erfolgte nach
Extraktion mit Perchlorsdure/Methanol fluoreszenzspektrometrisch. Dabei konnte
fiir den Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 ein 1,5fach hoherer Wert an zellassozi-
iertem Porphyrin bei den J82-Tumorzellen als bei den normalen urothelialen Zellen
UROtsa bei einer Inkubationskonzentration von 0,5 uM festgestellt werden. Zudem
reicherte sich K1 im Vergleich zum Auflenmedium in den J82-, aber auch in den
UROtsa-Zellen an. Keine Selektivitdt wies der Porphyrinligand L bei dieser Wirk-

stoffkonzentration auf. Bei einer Erhohung der Konzentration auf 5 uM blieb die
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Selektivitidt von K1 in etwa gleich. Aullerdem konnte mittels einer Langzeitkinetik-
Messung am Durchflusszytometer gezeigt werden, dass der Porphyrin-Platin(II)-
Komplex K1 und der Ligand L in den ersten fiinf Minuten der Inkubation relativ
schnell durch die J82- und UROtsa-Zellen aufgenommen werden. Jedoch lauft da-
nach die Aufnahme bei der UROtsa-Zelllinie schon langsam gegen einen Sétti-
gungswert, wohingegen die J82-Tumorzellen noch immer Porphyrinverbindungen
akkumulieren. Fiir die Referenzverbindung Hamatoporphyrin ist die ,,Aufnahmege-
schwindigkeit* fiir beide Zelllinien nahezu identisch und auch deutlich geringer als

bei K1 und L.

Fiir die phototoxische Wirkung von Photosensibilisatoren ist deren intrazellulédre
Lokalisation von entscheidender Bedeutung, denn aufgrund der kurzen Lebensdauer
des generierten Singulett-Sauerstoffs ist die intrazelluldre Lokalisation des Photo-
sensibilisators mit dem Angriffspunkt der phototoxischen Schédden identisch. Es
lasst sich feststellen, dass der wasserlosliche Porphyrin-Platin(Il)-Komplex K1 dif-
fus im Zytosol verteilt und an Zellmembran wie auch an Plasmamembranen, unter
anderem an Lysosomen, Mitochondrien und Golgi-Apparat, gebunden ist. Im Falle
der normalen urothelialen Zellen scheint die Porphyrinverbindung K1 nicht in den
Lysosomen lokalisiert zu sein. Die Referenzverbindung Hamatoporphyrin und der
Porphyrinligand L sind eher an Zellmembran und Golgi-Apparat gebunden. Allge-
mein ldsst sich somit festhalten, dass K1 an zelluldre Strukturen gebunden ist, die

essentiell fiir die Effektivitidt der photodynamischen Therapie sind.

Mit den multizelluldren Sphéroiden von J82 und UROtsa wurden die Penetrations-
eigenschaften des Porphyrin-Platin(Il)-Komplexes K1 untersucht. Dabei zeigte sich,
dass die Penetration trotz der relativ hohen Molmasse nicht auf die dueren Zellla-
gen der dreidimensionalen Zellaggregate beschréankt ist. Fiir den Porphyrinligand L
und Hamatoporphyrin wurde das gleiche beobachtet.

Neben der Porphyrineinheit der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe eignet sich auch die
Platineinheit fiir analytische Untersuchungen. Vom Platinfragment geht die zytosta-

tische Wirkung der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe im Dunkeln aus. Da die Reakti-
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on der Platineinheit mit der DNA die Zytotoxizitit der Porphyrin-Platin(II)-
Komplexe ausmacht, wurde neben der Quantifizierung des zellassoziierten Platins
auch der Grad der DNA-Platinierung an J82- und UROtsa-Zellen bestimmt. Es
zeigte sich, dass die Konzentration des zellassoziierten Platins sowohl fiir K1 als
auch fiir Cisplatin jeweils in den normalen urothelialen Zellen UROtsa grof3er ist als
in den Harnblasenkarzinom-Zellen J82. Dies steht im Widerspruch zur Quantifizie-
rung des zellassoziierten Porphyrins. Jedoch ist zu bedenken, dass im Falle der Be-
stimmung an zellassoziiertem Platin keine Unterscheidung des gemessenen Platins
hinsichtlich extrazelluldr oder intrazellulir gebunden moglich ist. Die im Rahmen
der vorgelegten Arbeit durchgefiihrten Messungen zur Bestimmung des Platinie-
rungsgrads der DNA ergaben, dass die DNA der UROtsa-Zellen nach 24-stiindiger
Inkubationszeit mit dem Porphyrin-Platin(II)-Komplex K1 1,1 bis 1,3fach hoher
platiniert ist als die DNA der Tumorzellen. Fiir Cisplatin trifft dies bei einer Kon-
zentration von 3 uM ebenfalls zu, bei 5 uM ist das Ausmall der DNA-Platinierung
nahezu identisch fiir beide Zelllinien. Damit ergibt sich fiir den Porphyrin-Platin(II)-
Komplex K1 eine Diskrepanz zwischen DNA-Platinierungsgrad und antitumoraler
Wirkung. Derartige Beobachtungen sind in der Literatur des ofteren auch fiir andere
Platinkomplexe beschrieben. Um den eben dargestellten Widerspruch zu kléren,
wurde in einem ersten Schritt der Sulthydrylgehalt der J82- und UROtsa-Zellen be-
stimmt, denn thiolhaltige Verbindungen, insbesondere Glutathion, gelten als Haupt-
reaktionspartner von Platinkomplexen und kénnen diese inaktivieren. Jedoch zeigte
sich, dass sich auch damit die Diskrepanz bei den Porphyrin-Platin(II)-Komplexen
nicht erkldren lasst. Demnach kann zum einen vermutet werden, dass die Art der
Bindung der Platineinheit der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe an die DNA der J82-
oder UROtsa-Zellen unterschiedlich ist und vielmehr zum anderen, dass bei den
normalen urothelialen Zellen UROtsa der Reparaturmechanismus deutlich effizien-

ter funktioniert als bei den J82-Harnblasentumor-Zellen.

Es bleibt abschlieBend festzuhalten, dass sich fiir Cisplatin im Hinblick auf antiproli-
ferative Wirkung, Konzentration an zellassoziiertem Platin und DNA-Platinierung

an der J82- und UROtsa-Zelllinie ein konsistentes Bild ergibt. Bei den Porphyrin-
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Platin(II)-Komplexen K1 und auch K2 ist beziiglich der Diskrepanz zwischen der
antitumoralen Wirkung, der fluoreszenzspektrophotometrisch gemessenen Porphy-
rinaufnahme und dem Grad der DNA-Platinierung zu beriicksichtigen, dass die
Freisetzung der Nichtabgangsgruppe bei den Porphyrin-Platin(Il)-Komplexen
unterschiedlich schnell in den verschiedenen Zelllinien abhingig vom jeweiligen
intrazelluldren Milieu erfolgen kann. Damit tragen die Platin- und Porphyrineinheit
der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe zur Gesamtwirkung in den beiden Zelllinien in

unterschiedlichem AusmabB bei.

Obwohl die Platinierung der DNA als Hauptwirkmechanismus fiir Platinkomplexe
angesehen wird, werden in der Literatur alternative Wirkmechanismen wie z. B. 1)
Veranderungen an zytoplasmatischen Membransystemen durch Platinadduktbildun-
gen, 11) Inhibierung der Membrantransportsysteme fiir Néahrstoffaufnahme durch
Metallkomplexe, 1i1) Aktivierung oder Inhibierung von membrangebundenen Pro-
teinen, die Einfluss auf bestimmte Signaltransduktionen nehmen, diskutiert, sodass
bei komplexen Platinverbindungen wie z. B. den Porphyrin-Platin(II)-Komplexen

solche alternativen Wirkmechanismen eine zusitzliche Rolle spielen konnten.!'™

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass es sich bei den Porphyrin-Platin(Il)-
Komplexen, insbesondere bei K1, um eine neue Klasse von selektiven Photosensi-

bilisatoren mit intrinsischer Zytotoxizitdt handelt.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse dienen als Grundlage weiterer
Optimierungs- und Versuchsansitze. Weiterfiihrende Synthesen sollten das Ziel
verfolgen, die photophysikalischen Eigenschaften der Porphyrin-Platin(Il)-Kom-
plexe zu verbessern, indem das Porphyrinsystem durch Chlorine, Phthalocyanine
oder Naphthalocynine ersetzt wird. Mit Hilfe molekularbiologischer Arbeitstechni-
ken sollten sich entscheidende Hinweise auf die unterschiedlichen DNA-
Reparaturfdhigkeiten der beiden Zelllinien J82 und UROtsa ergeben. Des Weiteren
sollte das Zusammenspiel aus Dunkel- und lichtinduzierter Toxizitit bei den
Porphyrin-Platin(IT)-Komplexen im Sinne einer maximalen Schiadigung der Tumor-

zellen unter gleichzeitiger maximaler Schonung der normalen urothelialen Zellen
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optimiert werden. Zusédtzliche PDT-Studien sollten an multizelluldren Tumorspha-
roiden wie auch an dreidimensionalen Kokulturen aus Fibroblastenaggregaten oder
Normalzellen und Tumorzellen durchgefiihrt werden, um ein moglichst breites Wis-
sensspektrum tiiber die Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe in vitro zu erhalten. SchlieB3-
lich miissen in vivo-Versuche zeigen, wie sich Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe in
vivo verhalten und wirken und in welcher Form bzw. in welchen Anteilen sie sich
auf verschiedene Gewebe verteilen. Interessant scheint in diesem Zusammenhang
auch zu sein, die Rolle und den Einfluss der Polyethylenglykolmonomethylether-
Seitenketten bei den wasserloslichen Porphyrin-Platin(II)-Komplexen in vivo zu be-
obachten, denn aus in vivo-Untersuchungen ist bekannt, dass mit Methoxypolyethy-
lenglykol gekoppelte Photosensibilisatoren im Vergleich zu niedermolekularen
Photosensibilisatoren eine erhdhte Tumorakkumulation aufweisen.*> °” ¥ Ayfer-
dem sollten im Rahmen der in vivo-Studien unterschiedliche Transportsysteme und
spezielle Losungsmittel fiir Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe wie Liposomen oder

Polyethylenglykol-Wasser-Mischungen untersucht werden.



7 Kapitel

Anhang

7.1 Quantifizierung des zellassoziierten Porphyrins mittels

Fluoreszenzspektroskopie bei einer Substanzinkubation
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Abbildung 65: Aufnahmekinetik von 5 uM L, K1, K2 und Hdmatoporphyrin (HP) in J82-

Zellen.
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Abbildung 66: Aufnahmekinetik von 5 uM L, K1, K2 und Hdmatoporphyrin (HP) in
UROtsa-Zellen.

7.2 Abbildungen zur intrazelluléiren Lokalisation von L und

K2
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Abbildung 67: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren L-Lokalisation
(rot, A-E) fiir J82-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM L: A: LysoTracker
Green-Fdrbung (griin) nach L-Inkubation, B: MitoTracker Green-Fdrbung (griin)
nach L-Inkubation, C: MitoTracker Green-Fdrbung (griin) vor L-Inkubation, D:
Rhodamin 123-Fdrbung (griin) nach L-Inkubation, E: L-Fluoreszenz, F: BODIPY
FL Cs-Ceramid (rot) und DAPI (blau, Zellkern).
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Abbildung 68: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren L-Lokalisation
(rot, A-E) fiir UROtsa-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM L: A: Lyso-
Tracker Green-Fdrbung (griin) nach L-Inkubation, B: MitoTracker Green-Fdrbung
(griin) nach L-Inkubation, C: MitoTracker Green-Fdrbung (griin) vor L-Inkubation,
D: Rhodamin 123-Fdrbung (griin) nach L-Inkubation, E: L-Fluoreszenz, F:

BODIPY FL Cs-Ceramid (rot).
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Abbildung 69: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren K2-Lokalisation
(rot, A-E) fiir J82-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM K2: A: LysoTracker
Green-Fdrbung (griin) nach K2-Inkubation, B: MitoTracker Green-Fdrbung (griin)
nach K2-Inkubation, C: MitoTracker Green-Fdrbung (griin) vor K2-Inkubation, D:
Rhodamin 123-Fdrbung (griin) nach K2-Inkubation, E: K2-Fluoreszenz, F:
BODIPY FL Cs-Ceramid (rot) und DAPI (blau, Zellkern).
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Abbildung 70: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der intrazelluldren K2-Lokalisation
(rot, A-E) fiir UROtsa-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit 5 uM K2: A:
LysoTracker Green-Fdarbung (griin) nach K2-Inkubation, B: MitoTracker Green-
Farbung (griin) nach K2-Inkubation, C: MitoTracker Green-Fdirbung (griin) vor
K2-Inkubation, D: Rhodamin 123-Fdarbung (griin) nach K2-Inkubation, E: K2-
Fluoreszenz, F: BODIPY FL Cs-Ceramid (rot).
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7.3 Chemosensitivitatstests zu La, K1a und K2a
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Abbildung 71: Einfluss von La (A), Kla (B) und K2a (C) auf das Wachstum der J82-

Harnblasenkarzinom-Zelllinie (22. Passage) in Dauerinkubation.
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Abbildung 72: Einfluss von La (A), Kla (B) und K2a (C) auf das Wachstum der UROtsa-

Zelllinie (42. Passage) in Dauerinkubation.
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Abbildung 73: Einfluss der Vorinkubation von La (4), Kla (B) und K2a (C) im Kulturme-
dium auf deren proliferationshemmende Wirkung an J§2-Zellen (23. Passage).
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Abbildung 74: Einfluss der Vorinkubation von La (4), Kla (B) und K2a (C) im Kulturme-

dium auf deren proliferations

hemmende Wirkung an UROtsa-Zellen (43. Passage).
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Abbildung 75: Wirkung verschiedener Kurzzeitinkubationen und der Dauerinkubation auf
J82-Zellen (24. Passage) mit 5 uM Kla (A) und K2a (B) und auf UROtsa-Zellen
(47. Passage) mit 5 uM Kla (C) und K2a (D).
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Abbildung 76: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss des Porphyrinliganden La
(A) und der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe Kla (B) und K2a (C) auf das Wachstum
der J82-Harnblasenkarzinom-Zelllinie (23. Passage) bei einer Substanzinkubation

von 0,5 uM. u: unbestrahlt; b: bestrahlt.
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Abbildung 77: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss des Porphyrinliganden La
(A) und der Porphyrin-Platin(ll)-Komplexe Kla (B) und K2a (C) auf das Wachs-
tum der UROtsa-Zellen (44. Passage) bei einer Substanzinkubation von 0,5 uM.

u: unbestrahlt; b: bestrahlt.
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Abbildung 78: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss des Porphyrinliganden La
(A) und der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe Kla (B) und K2a (C) auf das Wachstum
der J82-Harnblasenkarzinom-Zelllinie (23. Passage) bei einer Substanzinkubation

von 1 uM. u: unbestrahlt; b: bestrahlt.
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Abbildung 79: Dauerinkubationstest mit Bestrahlung: Einfluss des Porphyrinliganden La
(A) und der Porphyrin-Platin(Il)-Komplexe Kla (B) und K2a (C) auf das Wachstum

der UROtsa-Zellen (44. Passage) bei einer Substanzinkubation von 1 uM. u: unbe-

strahlt; b: bestrahlt.
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7.4 Verwendete Abkiirzungen

A Adenin

AAS Atomabsorptionsspektroskopie

ALA 5-Aminolédvulinsiure (5-aminolevulinic acid)
ATCC American Type Culture Collection

BCA 2,2’-Bichinolin-4,4’-dicarbonséure (bicinchoninic acid)
BCG Bacillus Calmette-Guérin

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
BSO Buthioninsulfoximin

C Cytosin

CCD charge coupled device

CLSM confocal laser scanning microscope

d Desoxy-

3-D dreidimensional

DAPI 4’ ,6-Diamidin-2-phenylindoldihydrochlorid
DMF N,N-Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
DTNB 5,5’-Dithio-bis(2-nitrobenzoesdure)

ECM Extrazellularmatrix (extra cellular matrix)

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure (ethylenediaminetetraacetic acid)
EMEM Eagle’s minimim essential medium

ER endoplasmatisches Retikulum

FCS fotales Kélberserum (fetal calf serum)

FL Fluoreszenz(-kanal)

FSC Vorwirtsstreulicht (forward scatter light)

G Guanin

GF AAS graphite furnace AAS

GSH Glutathion

h Stunde
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HE

H,O dest.
HMG-Protein
HpD

HPLC

HSA
ISC
LDL
LP

min
mRNA
M-VAC
Nc
NMR

PBS

Pc
PDD
PDT
PMT
PPIX
PS
RNA
SDS

SH
SP

Hématoxylin/Eosin

destilliertes Wasser

High Mobility Group Protein

Himatoporphyrin-Derivat
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (high performance
liquid chromatography)

Humanserumalbumin

intersystem crossing

Low Density Lipoprotein

Langpassfilter

mol/l

Minute

messenger RNA

Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin
Naphthalocyanin

Kernresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance)
Phosphat-

isotonische, gepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered
saline)

Phthalocyanin

photodynamische Diagnostik

photodynamische Therapie

Photomultiplier (photo multiplier tube)

Protoporphyrin IX

Photosensibilisator

Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)

Sekunde

Sulthydryl-

Kurzpassfilter
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SSC Seitwartsstreulicht (sideward scatter light)

SSRP strukturspezifisches Erkennungsprotein (structure specific
recognition protein)

T Thymin

to Zeitpunkt der Substanzzugabe

T75 75 cm*-Gewebekulturflasche

TCC Urothelkarzinom (transitional cell carcinoma)

T/Ceorr. korrigierter T/C-Wert (corrected T/C value)

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

\% Volumen

\Y Volt
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7.5 Bezugsquellennachweis

7.5.1 Gerate und Materialien

7.5.1.1 Zellkultur

Brutschrank Heraeus 6000

Inkubator Forma Scientific Model 3121
Kulturflaschen 75 cmz, 175 cm?
Lichtmikroskop, Diavert
Mikrotiterplatten, 96 Loch

PetriPERM Petrischalen

Polystyrolrohrchen 15 ml, 50 ml
Sterile Werkbank BSB 4A
Sterilbank LaminAir HSB 2472S
Sterilisationsautoklav 2540 MK

7.5.1.2 Zytologische Firbung

DePex
Quadriperm-Objekttragerkammern
Olympus BH-2-Mikroskop
Panasonic F10 CCD-Videokamera
Sony PVM-1371 QM-Videomonitor

Heraeus Sepatech, Osterode

Forma Scientific, Inc., Ohio, USA

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Leitz, Oberkochen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
In Vitro Systems & Service GmbH,
Gottingen

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Gelaire Flow Laboratories, Opera, Italien
Heraeus Sepatech, Osterode

Tuttnauer Europe b.v., Breda, Nieder-

lande

Serva, Heidelberg

Heraeus Sepatech, Osterode

Olympus Optical GmbH, Hamburg
Panasonic Deutschland GmbH, Hamburg
Sony Deutschland GmbH, Koln
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7.5.1.3 Analytik

AAS-System

GTA 96 Graphite Tube Atomizer
SpectrAA 30

DS 15 Data-Station

Graphitrohre
Bildverarbeitungskomplettsystem
Biotek EL 309 Autoreader

CCD-Kamera
Durchflusszytometer FACSCalibur
Enax precision microplate reader
Fluoreszenzspektrophotometer
Hitachi F-2000

HBO 50 W AC

Inverses Durchlichtmikroskop

MetaMorph

Mikroskop Axiovert S 100

PC Olivetti M24
Pulsflichenanalysegeridt CASY 1
Uvikon 930 UV-Spektrophotometer
WinMDI 2.8

7.5.1.4 Sonstige Arbeitsmaterialien

Analysenwaagen: Sartorius 2004 MP
und CC20
Eppendorf-Pipetten

Varian, Darmstadt

Varian, Darmstadt

Visitron Systems, Puchheim

Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski,
VT, USA

Princeton Instruments, Trenton, NJ, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
MWG-Biotech, Ebersberg

Colora Messtechnik, Lorch
Osram, Miinchen

E. Leitz, Wetzlar

Universal Imaging Corperation,
Downington, PA, USA

Zeiss, Oberkochen

Olivetti, Mailand, Italien
Schérfe System, Reutlingen
Kontron AG, Eching

J. Trotter, http://facs.scripps.edu/

AH-W Vertrieb & Service Wégetechnik,
Deggendorf

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Ham-
burg



Anhang

185

Biofuge 13
Biofuge Pico
Kottermann 4010-Schiittler

Leistungsdichtedetektor

Minifuge RT

Minifuge T

Milli Q Water System

Nanosep 10K, 30K (Centrifugal
Concentrators for 50-500 pl)
Polystyrolkiivetten fiir Fluoreszenz-
untersuchungen

Quarzkiivetten

Reaktionsgefifle 1,5 ml, 2,0 ml

ThermoMixer

Transferpette-12
Ultraschallbad Bransonic 220

Ultraschallstab, Bransonic-Sonifier B-15

Vortex

Waldmann PDT 700-Lampe

Wasserbad

Zahlkammer Neubauer ,,Improved*

Heraeus Sepatech, Osterode

Heraeus Sepatech, Osterode

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel

GFO — Gerhard Franck Optronik GmbH,
Hamburg

Heraeus Sepatech, Osterode

Heraeus Sepatech, Osterode

Millipore S. A., Molsheim, Frankreich

Pall GmbH, Dreieich

Sarstedt, Niirmbrecht

Hellma Optik GmbH, Jena
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Ham-
burg

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Ham-
burg

Brand GmbH, Wertheim
Laboratoriumsausriistung Gerhard Hei-
nemann, Schwibisch Gmiind
Laboratoriumsausriistung Gerhard Hei-
nemann, Schwibisch Gmiind

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Waldmann, Villingen-Schwenningen
Julabo, Labortechnik GmbH, Seelbach
Brand GmbH, Wertheim
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7.5.2 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Grundchemikalien waren von p. A.-Qualitdt und stammten von

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen oder Merck, Darmstadt.

7.5.2.1 Zellkultur

EMEM

Fetal Calf Serum (FCS)

Trypsin mit EDTA
Glutardialdehyd, 25 %ige Losung
Kristallviolett

Cisplatin

Hamatoporphyrin

7.5.2.2 Zytologische Firbung

Colcimid

Giemsa-Stammlosung
7.5.2.3 Analytik

Agarose

Ammoniumacetat
BCA-Proteinbestimmungskit
Bio-Rad Protein Assay-Farbstoff-
konzentrat

BODIPY FL Cs-Ceramid

DAPI

Deckglédschen

PAN BIOTECH GmbH, Aidenbach
Gibco, Eggenstein

PAN BIOTECH GmbH, Aidenbach
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisen-
hofen

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Appligene, Oncor, USA
Merck, Darmstadt

Pierce, Niederlande

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisen-
hofen

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik,

Edermiinde
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DTNB

Entellan
Eosin

Glutathion (reduziert)

Hématoxylin
Humanserumalbumin (HSA)
LysoTracker Green DND 26
Methanol, HPLC-grade
MitoTracker Green FM
Perchlorsédure

Proteinase K

Rhodamin 123
Roti-Phenol/Chloroform
SDS
Triethanolaminhydrochlorid
Trichloressigsdure

Tris

Titrisol-Platinstandard
[H,(PtClg)] - H,O in H,O
Triton-X-100

7.5.3 Losungen

e Lysepuffer zur DNA-Isolierung:

100 mM NacCl
10 mM  Tris

25mM EDTA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisen-
hofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisen-
hofen

Merck, Darmstadt

Aventis Behring GmbH, Marburg
Molecular Probes, Eugene, OR, USA

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

pH auf 8,0 mit 3 M HCI einstellen
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e PBS (phosphate buffered saline):

8,0 g/l NaCl

1,0 g/l Na,HPO, - 2H,0
0,2g/1 KCI

0,2 g/1 KH,PO,

0,15 g/l NaH,PO, - H,O
Auffiillen mit Millipore-Wasser

e Protein-Lysepuffer:

1% SDS
25mM Tris
pH auf 8,0 einstellen

e TE-Puffer:

1,21 g/l Tris
0,38 g/l EDTA
pH auf 7,5 bis 8,0 mit 3 M HCI einstellen

e Tris/HCIl-Puffer pH 8,2:

24,22 g/l Tris
8,32 g/l ETDA
pH auf 8,2 mit 3 M HCI einstellen

e Tris/HCIl-Puffer pH 8,9:

48,44 g/l Tris
8,32 g/l ETDA
pH auf 8,9 mit 3 M HCI einstellen
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