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Abstract

Photodynamic therapy (PDT) is a versatile and minimally invasive therapy option for the treatment
of malignant tumors such as gastrointestinal cholangiocarcinoma and esophageal carcinoma.
Despite promising studies, PDT is rarely used in the treatment of these tumours, which is amongst
other things due to the disadvantages of the previously clinically used photosensitizers. In this
work two phthalocyanines, tetra-triethyleneoxysulfanyl-substituted zinc phthalocyanine (ZnPc)
and tetra-triethyleneoxysulfanyl-substituted dihydroxy silicon phthalocyanine (Pc32) were

evaluated as new photosensitizers for PDT of cholangio- and esophageal carcinoma.

In vitro experiments were performed to decipher the molecular mechanisms of action of the novel
phthalocyanines. Intracellular uptake and accumulation, dark toxicity, growth inhibition, cytotoxic
effects and formation of reactive oxygen species (ROS) after ZnPc- and Pc32-PDT were
investigated in two cholangiocarcinoma cell lines (EGI-1, TFK-1). In addition, the effect of ZnPc-
PDT on apoptosis and cell cycle distribution in the cholangiocarcinoma cells was determined.
ZnPc-experiments on uptake, ROS-formation and proliferation were also performed in two
esophageal carcinoma cell lines (Kyse-140, OE-33). Chorio allantoic membrane assays focused
on darktoxicity, antitumoral effects in esophageal carcinoma and anti-angiogenic effects of the

ZnPc-PDT in vivo.

Both photosensitizers accumulated predominantly in the cytoplasm. None of them was toxic
without photoactivation and did thus not exhibit dark toxicity. After PDT, cytoplasmic and
mitochondrial/nuclear ROS formation was observed. ZnPc-PDT induced a time- and dose-
dependent growth inhibition of >90% in vitro. Moreover, ZnPc-PDT led to intrinsic/mitochondrial
apoptosis. EGI-1 cells showed a Go/Gi-phase arrest after ZnPc-PDT, while TFK-1 cells revealed
a G2/M phase arrest. Absence of dark toxicity of ZnPc was confirmed in vivo. After ZnPc-PDT,
esophageal tumor volume was reduced by >70% compared to control. ZnPc-PDT induced a
sustained anti-angiogenic effect. Pc32-PDT showed a sustained antiproliferative effect of >80%
only in EGI-1 cells, but did not show comparable effectiveness in TFK-1 cells. ROS-formation,
direct cytotoxic and antiproliferative effects were also more pronounced after ZnPc-PDT.

Moreover, Pc32-PDT showed no significant anti-angiogenic effect.

ZnPc appears to be a promising photosensitizer for the PDT of the cholangio- and esophageal
carcinoma due to its advantageous efficacy profile. EGI-1 cells showed a more sensitive reaction

to ZnPc- and Pc32-PDT than TFK-1 cells. Kyse-140 cells reacted more sensitively to ZnPc-PDT
6



than OE-33 cells. The different response of the cell lines illustrates the need for a cell-specific,

individual PDT-protocol.

The encouraging results of the study warrant further in vivo elucidation of ZnPc as a novel
photosensitizer for PDT of cholangio- and esophageal carcinoma, which includes respective

animal testing.



Abstrakt

Die photodynamische Therapie (PDT) ist eine vielseitige, minimal-invasive Therapieoption zur
Behandlung von malignen Tumoren wie dem gastrointestinalen Cholangio- und
Osophaguskarzinom. Trotz vielversprechender Studien wird die PDT in der Tumortherapie selten
eingesetzt, was zum Teil auf Nachteile der bisher eingesetzten Photosensibilisatoren
zurlickzufiihren ist. In dieser Arbeit wurden zwei Phthalocyanine, tetra-triethylenoxysulfonyl-
substituiertes Zink- (ZnPc) wund Dihydroxy-Siliziumphthalocyanin (Pc32) als neue

Photosensibilisatoren fiir die PDT des Cholangio- und Osophaguskarzinoms evaluiert.

In vitro wurden die molekularen Wirkmechanismen der Phthalocyanine untersucht. Dafiir wurden
die intrazellulire Aufnahme und Akkumulation, Dunkeltoxizitit, Wachstumshemmung,
zytotoxische Effekte und Bildung von reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) nach ZnPc- und Pc32-
PDT in zwei Cholangiokarzinom-Zelllinien (EGI-1, TFK-1) analysiert. Auerdem wurde die
Induktion von Apoptose und die Zellzyklusverteilung nach ZnPc-PDT in den Zellen untersucht.
ZnPc-Experimente zur Aufnahme, ROS-Bildung wund Proliferation wurden in zwei
Osophaguskarzinom-Zelllinien (Kyse-140, OE-33) durchgefiihrt. Chorioallantoismembran-
Assays konzentrierten sich auf die Dunkeltoxizitit, die antitumorale Wirkung auf das

Osophaguskarzinom und antiangiogene Effekte der ZnPc-PDT in vivo.

ZnPc und Pc32 akkumulierten iiberwiegend im Zytoplasma und waren ohne Photoaktivierung
nicht (dunkel-)toxisch. Nach der PDT mit ZnPc und Pc32 wurde eine zytoplasmatische sowie
mitochondriale/nukleare ROS-Entstehung beobachtet. Die ZnPc-PDT induzierte eine zeit- und
dosisabhéngige Proliferationsinhibition von >90% in vitro. Zudem fiihrte die ZnPc-PDT zu
intrinsischer/mitochondrialer Apoptose. EGI-1-Zellen zeigten einen Go/Gi-Zellzyklusarrest und
TFK-1-Zellen einen G2/M-Arrest nach ZnPc-PDT. Die fehlende Dunkeltoxizitit von ZnPc wurde
in vivo bestitigt. Nach ZnPc-PDT wurde das Osophagustumorvolumen um >70% im Vergleich
zur Kontrolle reduziert. ZnPc-PDT induzierte eine anhaltende antiangiogene Wirkung. Die Pc32-
PDT offenbarte eine antiproliferative Wirkung von >80% in EGI-1 Zellen, jedoch keine
vergleichbare Wirkung in TFK-1 Zellen. ROS-Bildung sowie direkte zytotoxische und
antiproliferative Effekte waren nach ZnPc-PDT ebenfalls stirker ausgeprigt. Uberdies zeigte

Pc32-PDT keine nennenswerte antiangiogene Wirkung.

Insgesamt ergibt sich in ZnPc aufgrund des vorteilhaften Wirkungsprofils ein vielversprechender

Photosensibilisator fiir die PDT des Cholangio- und Osophaguskarzinoms. EGI-1-Zellen zeigten



eine sensiblere Reaktion auf die ZnPc- und Pc32-PDT als TFK-1-Zellen. Kyse-140 Zellen
reagierten empfindlicher auf die ZnPc-PDT als OE-33 Zellen. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit

eines zellspezifischen PDT-Protokolls.

Die Ergebnisse der Studie legen damit die weitere in vivo Untersuchung von ZnPc als neuen
Photosensibilisator fiir die PDT des Cholangio- und Osophaguskarzinoms, einschlieBlich

entsprechender Tierversuche, nahe.



Manteltext

1. Vorbemerkung

Diese Dissertation fasst meine Forschungsarbeiten zum Thema ,Neue Ansitze zur
Photodynamischen Therapie von gastrointestinalen Tumoren - Novel Approaches for
Photodynamic Therapy of Gastrointestinal Tumors® kumulativ als Publikationspromotion
zusammen. Die vorliegende Arbeit basiert auf den ausgewihlten Originalpublikationen 1 und 2

(siehe: Druckexemplare der Originalpublikation 1 und 2).

2. Einleitung

Trotz sich entwickelnder Therapieoptionen stellt Krebs die zweithdufigste Mortalitdtsursache des
Menschen dar und ist somit fiir mehr Todesfille verantwortlich als AIDS, Tuberkulose und
Malaria zusammengenommen (1). Die bisher, je nach Tumorentitit, klinisch angewandten
Therapiermoglichkeiten erstrecken sich iber die chirurgische Exzision, Bestrahlung,
Chemotherapie, die Immuntherapie sowie diverse zielgerichtete niedermolekulare Therapien
(englisch: small-molecule targeted therapies). Trotz groBer Fortschritte in der Entwicklung von
Tumortherapeutika und Therapiestrategien ergeben sich vielfdltige Probleme und
Herausforderungen. Dazu zdhlen beispielsweise die hohe Intensitét und ein breites Spektrum an
Nebenwirkungen, Therapieresistenzentwicklungen der Tumorzellen und eine hohe Invasivitét
vieler Therapien, bei nur geringer Spezifitit fiir das entartete Gewebe. Die photodynamische
Therapie (PDT) stellt eine nicht- bis minimalinvasive ablative Therapieoption fiir verschiedene
pramaligne und maligne Erkrankungen dar, welche vielen der therapeutischen Herausforderungen
gerecht wird. Die PDT beinhaltet die topische oder systemische Applikation -eines
Photosensibilisators und die anschlieBende selektive Bestrahlung mit Licht einer bestimmten
Wellenlédnge. Aus der Wechselwirkung zwischen Licht und photosensibler Verbindung resultiert
der Tod der Tumorzellen durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Vorteile sind die
geringe Invasivitdt bei einer fast schmerzfreien Behandlung und einer hohen Tumorselektivitit
(2). Die PDT geht im Vergleich zu anderen Therapieoptionen mit einer geringen Intensitdt und
Bandbreite an Nebenwirkungen einher. Zudem kann sie mit unterschiedlichen
Behandlungsmodalitdten wie Radio- oder Chemotherapie kombiniert werden. Die Behandlung
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kann zudem wiederholt werden, da keine Resistenzentwicklung durch die Therapie auftritt (3). Fiir
die PDT ergibt sich insgesamt ein breites Einsatzspektrum, welches nicht nur auf den Bereich der
Tumortherapie begrenzt ist. Neben der Behandlung der altersbedingten Makuladegeneration oder
Infektionen mit antibiotikaresistenten Bakterien findet die PDT ihren Einsatz jedoch vor allem in
der Therapie von diversen dermatologischen, urologischen oder gastrointestinalen Tumorentitdten

(3.4).

2.1. Die  photodynamische Therapie = von  Cholangio-  und

Osophaguskarzinomen

Nach dem hepatozelluldren Karzinom ist das Cholangiokarzinom der  zweithdufigste
leberassoziierte Tumor. Das Cholangiokarzinom weist eine sehr niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate
von 5-10% auf und stellt ca. 3% aller gastrointestinalen Tumorerkrankungen dar (5). Etwa 60-70%
dieser Tumore befinden sich in einem Radius von 2 cm von der Verzweigung des Ductus
choledochus entfernt (hildres Cholangiokarzinom, auch "Klatskintumor" genannt). Weitere 20-
30% der Cholangiokarzinome befinden sich in den extrahepatischen und 5-10% in den
intrahepatischen Gallewegen (6). Das Cholangiokarzinom wird in den meisten Fillen aufgrund
unspezifischer Symptome in einem spiten Stadium diagnostiziert, sodass fiir 70-80% der Patienten
eine RO-Resektion als einzige kurative Therapieoption nicht in Frage kommt (5). Radio- und
Chemotherapie nehmen in der Palliativbehandlung nur eine begrenzte Rolle ein. Sie wirken nicht
lebensverldngernd und mindern hiufig sogar die Lebensqualitit des Patienten (6). Zur bilidren
Entlastung und Verhinderung obstruktiver Cholestasen erfolgt nach derzeitigem Therapiestandard
die transpapillire oder perkutane Stentimplantation mit einer medianen Uberlebensrate von 4-10
Monaten (6). Um diesen unbefriedigenden Behandlungsmoglichkeiten etwas entgegenzusetzen,
miissen neue Therapiestrategien entwickelt werden. Die PDT, welche im Fall des
Cholangiokarzinoms via endoskopischer retrograder Cholangiopankreatikographie (ERCP)
durchgefiihrt werden kann, erscheint dabei als eine vielversprechende Kombinationsmdglichkeit
zum bisher palliativ eingesetzten bilidiren Stenting. Ortner et al. konnten beispielsweise in einer
prospektiven randomisierten Studie einen Anstieg der medianen Uberlebensrate von 3,3 (alleinige
Stenteinlage) auf 16,4 Monate (Stent-PDT-Kombinationstherapie) erzielen (7). Ein signifikanter
Uberlebensvorteil sowie die Steigerung der Lebensqualitit und eine Reduktion von
tumorbedingten Cholestasen konnte durch Moole efr. al in ihrer aktuellen systematischen

Ubersichtsarbeit und Metaanalyse bestitigt werden (6).
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Auch fiir die Behandlung des Osophaguskarzinoms (EC) kommt die PDT als vielseitige
Therapieoption in Frage. Das EC weist eine Inzidenz von etwa 8/100.000 auf und stellt die
sechsthiufigste tumorassoziierte Todesursache weltweit dar (8,9). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
betriigt 15-25 % (8). Dabei tritt das Osophaguskarzinom in {iberwiegender Zahl der Fille entweder
als Plattenepithelkarzinom oder Adenokarzinom auf. Wiahrend das Plattenepithelkarzinom durch
Tabakrauch und Alkohol verursacht wird, ist das Adenokarzinom mit gastroosophagealem Reflux
und der Barrett-Metaplasie als pramaligner Vorstufe assoziiert (8). Als kurative Therapieoptionen
bestehen die chirurgische Resektion sowie multimodale Behandlungskonzepte mit enthaltener
Radio-, Chemotherapie oder endoskopischer Therapie. Dabei ist eine neoadjuvante
Chemotherapie mit nachfolgender Osophagektomie die am hiufigsten angewandte kurative
Therapiemethode. Eine Chemoradiotherapie (CRT) kommt fiir Patienten mit dem Wunsch eines
Osophaguserhalts in Frage oder wird zur Palliativtherapie eingesetzt (8). Die PDT stellt eine
geeignete  Alternative  zur  chirurgischen  oder  endoskopischen  Resektion  von
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus dar, welche nicht vollstindig resezierbar sind oder bei
denen die Patienten aufgrund von Komorbidititen fiir eine Operation ausscheiden (2). Als
Palliativtherapie kann die PDT zur Auflosung von Osophagealen Obstruktionen und damit
verbundener Dysphagie eingesetzt werden. Heier ef al. sowie Lightdale et al. konnten etwa in
randomisierten, kontrollierten Studien die Uberlegenheit der PDT gegeniiber der Nd:YAG-
Thermoablation in Bezug auf ein ldngeres dysphagiefreies Intervall zeigen (10,11). Zudem
konnten Lindemann ef al. in ihrer retrospektiven Analyse einen signifikanten Uberlebensvorteil
nach PDT als Initialbehandlung in einer multimodalen palliativen Therapie feststellen. Es wurde
eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 17,3 Monaten bei initialem Einsatz von verschiedenen
palliativen Therapiemodalititen (endoskopischer Dilatation, endoluminaler Brachytherapie,
externer Bestrahlung, Chemotherapie, Stenting, Erndhrungssonden oder palliativer Resektion)
ermittelt, wihrend nach PDT als Initialtherapie ein Uberleben von 50,9 Monaten erzielt werden
konnte (12). Ein weiteres Einsatzgebiet fiir die PDT des Osophaguskarzinoms ergibt sich als
Salvage-Therapie nach fehlgeschlagener Chemoradiotherapie (13). Die Anwendung der PDT ist
jedoch nicht auf den palliativen Bereich beschrinkt. In Japan ist die PDT bereits als kurative
Therapiemodalitit fiir die friihe, superfizielle Form des Osophaguskarzinoms etabliert (13). Eine
weitere Indikation, vor allem in den USA und Europa, besteht in der kurativen Behandlung der

Barrett-Metaplasie (2,13).
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Trotz vielseitiger Einsatzmoglichkeiten und guter Studienergebnisse wird die PDT insgesamt nur
selten als therapeutisches Verfahren angewandt. Ein wesentliches Hindernis fiir einen stirker
verbreiteten Einsatz der PDT stellen unter anderem Nachteile der eingesetzten

Photosensibilisatoren und die auftretenden Nebenwirkungen dar (14).

2.2.  Das Prinzip der photodynamischen Therapie

Die photodynamische Therapie (PDT) basiert auf einer photochemischen Reaktion zwischen
einem lichtaktivierbaren Molekiil oder Photosensibilisator, Licht im sichtbaren Spektrum und
molekularem Sauerstoff. Diese drei Komponenten sind einzeln nicht toxisch, fithren aber in ihrer
Kombination zu zellzerstdrenden Effekten. Der Photosensibilisator wird entweder systemisch oder
topisch appliziert, worauthin dieser vorzugsweise im Tumorgewebe akkumuliert. Die folgende
loko-regiondre Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenldnge aktiviert den
Photosensibilisator, welcher dabei durch Absorption eines Photons in seinem Energieniveau
angehoben wird. In Anwesenheit von Sauerstoff fiihrt eine nachfolgende Reaktionskaskade (siehe
Abb. 1.) zur Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), welche schlieBlich iiber verschiedene

molekulare Mechanismen den Untergang der Tumorzelle einleitet (3,15,16).

Im Detail wird der Photosensibilisator durch photophysikalische Anregung aus seinem
Grundzustand (So) in den angeregten und damit instabilen Energiezustand (Si1) angehoben. Im
Anschluss kann der angeregte Photosensibilisator entweder durch Abgabe seiner Energie mittels
Fluoreszenz in den Grundenergiezustand zuriickfallen oder wird via Interkombination (englisch:
intersystem crossing) in den stabileren Triplettzustand (T:) iiberfiihrt. Indem die Energie des
Photosensibilisators im Triplettzustand unter sauerstoffreichen Bedingungen auf ein molekulares
Sauerstoffmolekiil (O2) transferiert wird kommt es zur Formation von ROS in Form von
hochreaktivem 'O, (Typ-II Reaktion). Unter sauerstoffarmen Bedingungen kann der
Photosensibilisator auflerdem unter Bildung von freien Radikalen direkt mit den organischen

Strukturen der Zelle reagieren (Typ-I Reaktion) (3,14).

Die gebildeten ROS besitzen ein ausgeprégtes zelluldres Toxizititspotenzial sowie das Potenzial,
Apoptose und/oder Nekrose zu induzieren, wodurch die Eliminierung der Tumorzelle
herbeigefiihrt wird. Die antitumorale Wirkung der PDT beruht neben der direkten zytotoxischen
Wirkung auf die behandelten Tumorzellen auch auf der Schiadigung der tumoralen Blutgefdf3e und

der Entwicklung einer systemischen Immunitét {iber eine Inflammationsreaktion (3).
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Abbildung 1. Das Jabtonski-Schema beschreibt den Energietransfer des Photosensibilisators in der Typ-
I und Typ-II Reaktion unter Bildung hochreaktiver freier Radikale und Singulettsauerstoff. So —
Grundzustand; S; — angeregter Energiezustand; S, — zweiter angeregter Zustand; ISC — intersystem
crossing/Interkombination; T; —Triplettzustand; *O, - Triplettsauerstoff; 'O, — Singulettsauerstoff .
Modifizierte Abbildung nach Zhang ef al., 2018, Acta Pharm Sin B. (14).

2. 3. Photosensibilisatoren

Der Erfolg der PDT ist mallgeblich abhingig von der Qualitit des eingesetzten
Photosensibilisators und dessen photochemischen- und physikalischen Eigenschaften. Er sollte
eine hohe chemische Reinheit und Stabilitdt sowie eine geringe Aggregationstendenz haben. Der
Photosensibilisator sollte sich in hohem Maf3e im neoplastischen Zielgewebe anreichern und eine
schnelle Clearance im gesunden Gewebe aufweisen. Dabei sollte der Photosensibilisator ohne
Photoaktivierung keine Toxizitdt aufweisen (Dunkeltoxizitdt). Nach erfolgter Bestrahlung sollte
er jedoch ein hohes Mall an ROS erzeugen. Sein Lichtabsorptionsmaximum sollte im roten bis
infraroten Bereich bei einer Wellenldnge von 600-800 nm liegen, um eine ausreichend tiefe

Gewebepenetration von 0,5 — 1 cm zu ermoglichen (3,15).
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Die Struktur der iiberwiegenden Anzahl an Photosensibilisatoren basiert auf heterozyklischen
Ringstrukturen mit Ahnlichkeit zu Chlorophyll oder dem Him des Himoglobinmolekiils.
Photosensibilisatoren der ersten Generation, die Einzug in die klinische Anwendung der PDT
fanden, sind die Hematoporphyrinderivate Photofrin®, ein Gemisch aus verschiedenen
Porphyrindimeren und — oligomeren, sowie 5-Aminolevulinséure (5-ALA), welches als Prodrug
verabreicht und in dem Zielgewebe enzymatisch zum aktiven Photosensibilisator Protoporphyrin
IX umgewandelt wird (16). Trotz ihrer erfolgreicher Anwendung im onkologischen Bereich
wurden einige Nachteile dieser Photosensibilisatoren offenbar. In Bezug auf das
Cholangiokarzinom konnten Zoepf et al. zeigen, dass die Photodynamische Therapie mit 5-ALA
trotz ausreichender Gewebsanreicherung nicht zu einer nachhaltigen Aufldsung
Cholangiokarzinom-assoziierter bilidrer Obstruktionen fiihrt. Eine mogliche Erklarung konnte
dabei laut Zoepf et al beispielsweise die unterschiedliche molekulare Ausstattung der
Cholangiokarzinomzellen im Vergleich zu anderen epithelialen Tumorentititen, wie
beispielsweise dem Osophaguskarzinom sein, bei dem die 5-ALA-PDT erfolgreich eingesetzt wird
(17). Nachteile des klinisch am héufigsten eingesetzten Photosensibilisator, Photofrin®, bestehen
in dessen unzureichender chemischen Reinheit. Photofrin® ist eine Mixtur aus 60
Einzelverbindungen  mit individuellen = photochemischen  Charakteristika.  Einzelne
Absorptionsmaxima der enthaltenen photoaktiven Anteile des Photofrin® liegen im griinen und
blauen Wellenldngenbereich. Licht dieser Wellenldingen weist eine nur suboptimale
Gewebspenetration auf, weshalb gerade in tiefer gelegenen Gewebeanteilen die unzureichende
Lichtaktivierung von Photofrin® zu vergleichsweise geringer ROS-Entstehung fiihrt und der
therapeutische Effekt nicht beziehungsweise nur vermindert ausfillt (14,18). Der Einsatz von
Photofrin® bei der PDT fiihrt zudem zu lang anhaltender Photosensibilitdt der Haut von bis zu
drei Monaten (14,16). Um diese Nachteile zu {iberwinden, wurden Photosensibilisatoren der
zweiten Generation entwickelt. Neben Porphyrinvorstufen wie 5-ALA oder Chlorinen wie
Foscan® stellen die Phthalocyanine eine der vielversprechendsten Stoftklassen dar.
Phthalocyanine sind Porphyrinderviate, die mit einem metallischen Zentralatom wie Zink,
Silizium, Aluminium oder Indium eine potente ROS-Generierung gewéhrleisten und durch ihre
vorteilhaften photophysikalischen Eigenschaften in der Vergangenheit zu vielversprechenden
Photosensibilisatoren im Rahmen der PDT avanciert sind (siehe Abb. 2.) (5,19). Die Verbindungen
sind einfach herzustellen, photostabil und weisen ein hohes Absorptionsmaximum im roten bis
infraroten Lichtspektrum auf (20). Dies ermoglicht beispielsweise eine iiber doppelt so tiefe
Gewebepenetration im Vergleich zu Photofrin®. Je nach chemischer Struktur werden
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Phthalocyanine innerhalb von wenigen Tagen durch den Korper ausgeschieden, wodurch
anhaltende Photosensibilisierungen der Haut minimiert werden (16,18). Phthalocyanine weisen
periphere Bindungsstellen auf, iiber deren Substitution mit verschiedenen Seitenketten die
Loslichkeitseigenschaften des Phthalocyanins modifiziert werden kdnnen (siehe Abb. 2.) (19,21).
Silizium-Phthalocyanine besitzen dariiber hinaus den Vorteil zusitzlicher Bindungsstellen an den
axialen Positionen. Durch die Substitution der zentralen Bindungsstellen kann eine zusétzliche
Loslichkeit erreicht werden, was eine Aggregation des Photosensibilisators verhindert und die
Effektivitat der PDT steigert (siche Abb. 2.) (19). Zink-Phthalocyanine weisen neben vorteilhaften
Lichtabsorptionseigenschaften bei Wellenlingen im Bereich von 700 nm durch ihr
diamagnetisches Zentralatom eine besonders hohes Phototoxizitdtspotenzial im Vergleich zu
anderen Phthalocyaninen auf (21). Neben den photophysikalischen und -chemischen
Eigenschaften des Photosensibilisators ist die Phototoxizitdt innerhalb der PDT jedoch abhéngig
von weiteren Faktoren, wie der subzelluldaren Akkumulation, Konzentration, Inkubationszeit und

den Eigenschaften verschiedener Zellen (21).

2.4.  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Eignung zweier neu synthetisierter Metallophthalocyanine, einem
Zink- und Siliziumphthalocyanin, als Photosensibilisatoren fiir die PDT des Cholangio- und

Osophaguskarzinoms zu evaluieren.

Dazu sollten die zugrundeliegenden zelluliren Wirkungsmechanismen im Hinblick auf das
zelluldre Aufnahmeverhalten und die intrazelluldre Akkumulation der Verbindungen, der Bildung
von ROS, des antiproliferativen Potenzials als Photosensibilisator innerhalb der PDT, der Wirkung
auf den Zellzyklus, eine mogliche Dunkeltoxizitit der Verbindungen ohne Bestrahlung sowie
zugrunde liegende Mechanismen des Zelltods (Apoptose und/oder Nekrose) durch explorative in
vitro-Studien untersucht werden. Weiterfilhrend sollten Untersuchungen beziiglich des
antineoplastischen und antiangiogenen Effekts einer PDT mit den neuen Photosensibilisatoren im

in vivo-Modell erfolgen.
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3. Material und Methoden

3.1.  Verbindungen

Die in dieser Arbeit benutzten Photosensibilisatoren Tetra-triethylenoxysulfonyl-substituiertes
Zinkphthalocyanin (ZnPc) und Tetra-triethylenoxysulfonyl-substituiertes  Dihydroxy-
Siliziumphthalocyanin (Pc32) wurden von unserem Kooperationspartner aus dem Institut fiir
Chemie der Technischen Universitit in Gebze, Tiirkei (Prof. Ayse Giil Giirek) zur Verfligung
gestellt. Die Synthese und photophysikalischen Eigenschaften der Substanzen sind der Literatur
zu entnehmen (4,19-21).
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Abbildung 2. Die chemische Struktur von (A) Zinkphthalocyanin (ZnPc) und (B) Siliziumphthalocyanin
(Pc32). Die Verbindungen sowie die gezeigten Abbildungen der Verbindungen wurden freundlicherweise
durch Prof. Giirek, Institut fiir Chemie der Technischen Universitét in Gebze, Tiirkei, bereitgestellt. (A)
modifiziert nach Kuzyniak et al., 2016, Photodiagnosis Photodyn Ther. (20).

3. 2. Zelllinien

Die molekularen Mechanismen der PDT mit ZnPc und Pc32 wurden in humanen Zelllinien

cholangiozelluldrer und 6sophagelaer Karzinomentititen untersucht:

— TFK-1 — teils tubulir, teils papillair wachsendes, extrahepatisches Adenokarzinom der

Gallenwege (Leibnitz Institute DSMZ, Braunschweig, Deutschland; Nr.: ACC 344)

— EGI-1 — fortgeschrittenes, metastasiertes, groflzelliges Adenokarzinom der Gallenwege
mit geringer Differenzierung (Leibnitz Institute DSMZ, Braunschweig, Deutschland; Nr.:

ACC 385)
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— Kyse-140 — moderat differenziertes Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Leibnitz
Institute DSMZ, Braunschweig, Deutschland; Nr.: ACC 348)

— OE-33 - Barrett-Adenokarzinom des Osophagus (Leibnitz Institute DSMZ,
Braunschweig, Deutschland; Nr.: ACC 706)

Die Zelllinien wurden in einem Zellkulturinkubator (37°C, 5% CO) kultiviert. Das
Zellkulturmedium (RPMI 1640; Biochrom AG, Berlin, Deutschland) wurde mit 10% fetalem
Kélberserum (FKS; Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin (Biochrom AG, Berlin, Deutschland), sowie L-Glutamin (2 mM) (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) angereichert. Jeden zweiten Tag wurde das Medium ausgetauscht und einmal
in der Woche wurden die Zellen mithilfe von Trypsin/EDTA (1% ) abgeldst und passagiert. Die

Zellen wurden bis zu einer maximalen Passage von 40 verwendet.

3.3.  Lichtquelle und photodynamische Therapie

Fiir die PDT-Behandlung wurden die Zellen auf Mikrotiterplatten oder Petrischalen ausgesit und
fiir 48 h im Zellkulturinkubator kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit ZnPc (0,2-10
uM) oder Pc32 (1-10 uM) bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphére mit 5% CO-Gehalt fiir 1-
30 h. Nach der Inkubationsperiode wurde das photosensibilisatorhaltige Medium durch PBS
ersetzt und nachfolgend bestrahlt. Die Lichtaktivierung des Photosensibilisators wurde mit einer
Breitband-WeiBlichtquelle (100-W Halogenlampe, EFR 12 V/100 W GZ -6.35, Omnilux;
Thomann GmbH, Burgebrach, Deutschland) mit einem Spektraloutput von 400-800 nm
durchgefiihrt. Um eine Bestrahlung mit Infrarotlicht zu verhindern, wurde ein hitzereflektierender
und fiir Wellenldngen > 700 nm undurchldssiger Filter zwischengeschaltet. Die Bestrahlung
erfolgte mit einer durchschnittlichen Bestrahlungsstirke von 10 J/cm?. Die Temperatur wurde mit
einem digitalen Thermometer im Inneren des Bestrahlungssystems gemessen. Ein Liifter wurde
verwendet, um die Beleuchtungseinheit abzukiihlen, sobald eine Innentemperatur von 37°C

erreicht wurde.

3.4.  Untersuchung zugrundeliegender Wirkmechanismen der ZnPc- und

Pc32-PDT in vitro

Die =zeit- und dosisabhdngige intrazellulire Aufnahme wund Akkumulation der

Photosensibilisatoren wurde mittels konfokaler Lasermikroskopie detektiert (Leica DMI 6000;
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Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). Die Anregung mit einem HeNe-Laser erfolgte
bei 633 nm, wihrend die Detektion mittels eines Photomultipliers (PMT) bei 690-710 nm stattfand
(22).

Pc32- und ZnPc-PDT induzierte Verdnderungen der Zellzahl und des Zellwachstums wurden
mittels Kristallviolettfarbung zelluldrer DNA und anschlieBender Messung der Lichtextinktion bei
570 nm mit einem ELISA-Mikroplattenreader analysiert (23).

Pc32- und ZnPc-PDT-induzierte Zytotoxizitit wurde durch die zytotoxisch bedingte Freisetzung
des zytoplasmatischen Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) in den Uberstand bestimmt. Dafiir
wurde ein kolorimetrischer Zytotoxizititsassay (Cytotoxicity Detection KitPLUS LDH; Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Deutschland) verwendet (24).

Die Bestimmung ZnPc-PDT-induzierter Apoptose erfolgte fluorometrisch, indem die Spaltung
des Caspase-3 spezifischen AC-DEVD-AMC (EMD Millipore, Billerica, Massachusetts, USA)
mithilfe eines VersaFluor Fluorometers (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland; Filtersitze: Exzitation
360/40 nm, Emission 460/10 nm) gemessen wurde. Nur bei aktivierter Caspase-3 kann das
Substrat in eine fluoreszierende Form iiberfiihrt werden, so dass eine Zunahme an Fluoreszenz als
Ausdruck einer apoptosespezifischen Aktivierung der Caspase 3 als einem Schliisselenzym der
zelluldren Apoptose detektiert werden kann (20). Die Bildung von apoptosespezifischen
Abschniirungen (sog. apoptotic bodies (25)) wurde mithilfe des LIVE/DEAD Cell Viability
Assays (Thermofisher Waltham, Massachusetts, USA) tiiberpriift. Apoptotic bodies entstehen
innerhalb des programmierten und geordneten Zelltods und besitzen eine intakte Membran, welche
residuale, fragmentierte Zellkomponenten enthdlt und noch mit der apoptotischen Zelle in
Assoziation steht. Die Zellen wurden nach ZnPc-PDT mit den Fluoreszenzfarbstoffen Calcein-
AM und Ethidium Homodimer-1 (EthD-1) inkubiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie
beurteilt. Calcein-AM wird von lebenden Zellen zu dem griin fluoreszierenden Calcein
(Exzitation/Emission 495/510 nm) umgesetzt. EthD-1 (Exzitation/Emission 495/635 nm) wird
von sterbenden Zellen mit fehlender Membranintegritit aufgenommen und fluoresziert unter
Bindung von intrazelluliren Nukleinsduren mit roter Farbe (20). Die Identifizierung von apoptotic
bodies mit intakter Membran und Assoziation zu der Zelle konnte aufgrund der Anférbbarkeit

mittels Calcein-AM bei fehlender Anfiarbbarkeit mit EthD-1 erfolgen.

Verinderungen des Zellzyklus wurden durchflusszytometrisch (FACSCanto II, BD Biosciences,

Franklin Lakes, New Jersey, USA) erfasst und mittels FCS Express 6 Software (De Novo
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Software, Los Angeles, Kalifornien, USA) analysiert. Dazu wurden die vorher mit 100% Ethanol
fixierten und mit RNAse behandelten Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid
angefarbt. Propidiumiodid interkaliert mit der DNA-Doppelhelix und liegt nach dem Anfiarben
proportional zum zelluliren DNA-Gehalt vor. Der durchflusszytometrisch {iber die
Propidiumiodidfluoreszenz (Exzitation/Emission 433 nm/ 564 - 606 nm) bestimmte
phasenspezifische DNA-Gehalt einer Zelle ermdglicht, in einer Zellpopulation den Anteil der
Zellen in den jeweiligen Zellzyklusphasen (sub-Gi-, Go/Gi-, S-, sowie Go/M-Phase) zu ermitteln.
Die eingesetzten Karzinomzellen weisen in der Go/Gi-Phase einen hypertetraploiden
Chromosomensatz auf. In der S-Phase wird das Genom repliziert, was zu einer Verdopplung der
DNA-Menge in der G2/M-Phase fiihrt. Zellen in der sub-Gi-Phase, welche aufgrund des Abbaus
und der Abschniirung von DNA in Apoptosekdrperchen wihrend des programmierten Zelltods
einen geringeren, hypoploiden DNA-Gehalt aufweisen, wurden als apoptotische Zellen gewertet
(5). Fiir jede Probe wurden mindestens 30.000 Events aufgezeichnet. Mittels Vorwérts- und
Seitwértsstreulichtanalyse wurden Debris und Zelldubletten in FCS Express 6 exkludiert und
mithilfe des Propidiumiodidsignals die zellzyklusphasenspezifische DNA-Verteilung analysiert.

Durch das Anfarben mit den ROS-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen CellROX (Thermo Fisher,
Waltham, Massachusetts, USA) wurde die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nach ZnPc- bzw.
Pc32-PDT mikroskopisch erfasst und dargestellt (Axioskop 40, Zeiss; Objektiv 40x, NA 1.30,
Zeiss, Wetzlar, Deutschland mit Digitalkamera Kappa, DX4-285FW, Gleichen, Deutschland).
Zytoplasmatisch  lokalisierte ROS wurden mit dem Farbstoff CellROX orange
(Exzitation/Emission 546/575 nm) detektiert, wihrend die nukledr/mitochondriale Lokalisation
mit dem Farbstoff CellROX green (Exzitation/Emission 470/525 nm) bestimmt wurde (5).
Innerhalb eines separaten Ansatzes wurde Kyse-140 Zellen neben ZnPc fiir 1 h mit dem

Radikalfinger Vitamin C inkubiert, um die die Entstehung von ROS zu verifizieren (22).

ZnPc-PDT-assoziierte Verinderungen der Expression von zelluliiren Regulationsproteinen
wurden mittels Western Blot untersucht (5,20). Zundchst wurden Zelllysate mit RIPA-Puffer
hergestellt und deren Proteinkonzentration mit dem Bicinchoninsdure-Protein-Assay-Kit (Thermo
Fisher Scientific, Inc.) bestimmt. AnschlieBend wurden Polyacrylamidgele (10% oder 12%; Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) mit >20 pg-Protein/Tasche beladen und eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Mittels Elektroblotting wurden die Proteine auf eine PVDF-
Membran iibertragen. Die Blots wurden fiir mindestens 1 h in 5%iger Milchpulverlosung (Merck

Millipore) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Anschlieend wurden sie iiber
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Nacht bei 4°C mit den jeweiligen Primérantikorpern inkubiert. Die Antikdrper richteten sich gegen
die Proteine , Bcl-2 (1:500), Bax (1:1.000), ERK'2 (1:1.000), GAPDH (1:1.000), Cyclin D1
(1:1.000) und Cyclin B1 (1:1.000) von Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA),
und Bcl-2 (1:1.000) und B-Aktin (1:2.000) von Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) sowie Bax (1:500) von Cell Signaling Technology (Dancers, MA, USA). Nach
Inkubation mit Meerrettichperoxidase-gekoppelten Anti-IgG-Antikdrpern (1:10.000; GE
Healthcare Life Sciences) fiir mindestens 1 h bei Raumtemperatur wurden die Blots mit einem
Chemilumineszenzreagenz (ECL Clarity Max; Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
und GE Healthcare Life Sciences) versetzt und in einem Chemilumineszenz-Imager Celvin® S
420 (Biostep, Burkhardsdorf, Deutschland) oder mittels ECL Hyperfilm entwickelt. Zur
densitometrischen Quantifizierung der Expressiondnderung der detektierten Proteine wurde das
Softwareprogramm ImageJ-Software (Version 2.0.0-rc-43/1.50e; National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) verwendet. Die Proteinexpression wurde auf die Haushaltsgenexpression

von B-Aktin oder GAPDH normalisiert.

3.5.  Untersuchung antiangiogener und antitumoraler Effekte der ZnPc-PDT

in vivo
Antiangiogene Effekte der ZnPc- und Pc32-PDT wurden in vivo mithilfe des
Chorioallantoismembran (CAM-Assay) untersucht. Bei diesem Assay dient die CAM befruchteter
Hiihnereier als Beobachtungsmodell fiir die Effekte der PDT-Behandlung. Die gute
Zuginglichkeit und starke Vaskularisierung der CAM ermoglichen dabei die direkte
Visualisierung der Angiogenese und Verdnderungen des Mikrogefdfnetzwerks vor und nach der

ZnPc-PDT (23,26). Die Fotodokumentation erfolgte 24 bis 72 h nach PDT. Im Anschluss fand

eine qualitative Analyse der Verdnderungen des untersuchten CAM-Areals statt.

Neben der Beobachtung des CAM-Gefélnetzes wurde, durch die Evaluation der Entwicklung und
des Uberlebens der Hithnerembryonen, die mogliche Dunkeltoxizitiit von nicht-photoaktiviertem

ZnPc iiberpriift.

Zudem wurden Tumorplaques aus Kyse-140 Zellen (1x10°) in das CAM-Gewebe inokuliert,
sodass eine direkte Beobachtung des tumoralen Wachstums erfolgen konnte. Anhand der auf der
CAM wachsenden Tumorplaques wurden antineoplastische Behandlungseffekte von

photoaktiviertem ZnPc untersucht (22).
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3.6.  Statistik

Signifikanzen zwischen einzelnen Werten wurden mit der Software Graphpad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA) mittels ungepaarten zweiseitigen t-Tests analysiert. Das
Signifikanzniveau wurde dabei auf p<0,05 festgelegt. Sofern nicht anders gekennzeichnet wurden
die Versuche n>3 mal durchgefiihrt. Die Beurteilung des ICso-Werts und dessen
Standardabweichung nach ZnPc-PDT in EGI-1 und TFK-1 Zellen erfolgte mittels nichtlinearer
Regressionsanalyse (log(inhibitor) vs. normalized response) in Graphpad Prism 6, 24 h nach
Behandlung mit 7 verschiedenen Konzentrationen: 0,2 uM - 0,5 uM -1 upM -2,5uM -5 uM - 7,5
uM - 10 uM (TFK-1 n=5; EGI-1 n=6). Auf die gleiche Weise wurde der ICso-Wert bei Kyse-140
und OE-33 Zellen, die mit 5 verschiedenen Konzentrationen ZnPc behandelt wurden, berechnet:

I uM -2 puM -3 uM - 4 uM - 5 uM (Kyse 140 n=3; OE-33 n=3).
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4. Ergebnisse

In der der Studie zur Originalpublikation 1: ,Novel zinc - and silicon-phthalocyanines as
photosensitizers for photodynamic therapy of cholangiocarcinoma.* wurde die Tauglichkeit und
das Potenzial zweier Metallophthalocyanine, Tetra-triethylenoxysulfonyl-substitutiertes-
Zinkphthalocyanin ~ (ZnPc¢) und  Tetra-triethylenoxysulfonyl-substitutiertes-Dihydroxy-
Siliziumphthalocyanin (P¢32), als Photosensibilisatoren fiir die Photodynamische Therapie (PDT)
von Cholangiokarzinomen evaluiert. In der Studie zur Originalpublikation 2: ,Novel zinc
phthalocyanine as a promising photosensitizer for photodynamic treatment of esophageal cancer.”

wurde ZnPc als Photosensibilisatoren fiir die PDT von Osophaguskarzinomen untersucht.

4. 1. Zellulare Aufnahme von ZnPc und Pc32

Mittels Konfokalmikroskopie wurde zunéchst das dosisabhingige Aufnahmeverhalten und die
intrazellulire Akkumulation von ZnPc (0-5 pM bei Cholangiokarzinomzellen; 0-10 uM bei
Osophaguskarzinomzellen) und Pc32 (0-10 uM bei Cholangiokarzinomzellen) nach 24-stiindiger
Inkubation untersucht. Dabei zeigte sich eine vorwiegend zytoplasmatische Anreicherung von
ZnPc in Cholangio- (EGI-1, TFK-1) sowie Osophaguskarzinomzellen (Kyse-140, OE-33) (siche
Abbildung 3 A, C). Trotz hoher eingesetzter Konzentrationen von Pc32 wurde im Vergleich zu
ZnPc eine deutlich schwéchere Akkumulation in den Cholangiokarzinomzellen beobachtet (siche

Abbildung 3 B).
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Abbildung 3. Aufnahmeverhalten von ZnPc in Cholangio- und Osophaguskarzinomzellen sowie von
Pc32 in Cholangiokarzinomzellen. Die intrazelluldire Aufnahme der Photosensibilisatoren wurde nach
24 h Inkubation mittels Fluoreszenzmikroskopie durch ein Konfokalmikroskop beobachtet. Dabei zeigte
sich eine konzentrationsabhidngige vorwiegend zytoplasmatische Akkumulation von ZnPc in (A)
Cholangio- und (C) Osophaguskarzinomzellen. (B) In den Cholangiokarzinomzellen wurde im
Vergleich zu ZnPc eine schwichere Akkumulation von Pc32 beobachtet (B). Vergroferung, x63.
Gezeigt sind repréasentative Bilder von drei Versuchen. Originalpublikation 1, Figure 1 A, B, Schmidt

et al., 2018, IntJ Mol Med. (5) und Originalpublikation 2, Figure 1, Kuzyniak ef al., 2017, Int J Oncol.
(22) zusammengefiigt.

4.2.  Antiproliferative =~ Effekte bei Cholangio- und Osophagus-

karzinomzellen

Dunkeltoxizitdt von Pc32 und ZnPc in Cholangio- und Osophaguskarzinomzellen

Cholangiokarzinomzellen ~wurden fiir 24 h mit ZnPc wund Pc32 inkubiert.
Osophaguskarzinomzellen wurden fiir den gleichen Zeitraum mit ZnPc inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die weitere Kultivierung der Zellen in photosensibilisatorfreiem Medium fiir bis zu 72 h
ohne eine Bestrahlung und schlieBlich die Bestimmung der Zellzahl. Dabei zeigte sich bei

eingesetzten Konzentrationen von bis zu 10 uM an ZnPc zu keinem Zeitpunkt und in keiner
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Zelllinie eine Reduktion der Zellzahl als Anzeichen fiir eine Dunkeltoxizitét (24-72 h nach 24-
stiindiger Inkubation) (siche Abb. 4 A, B und 7 A, B). Gleichermallen war keine Dunkeltoxizitit
von Pc32 in Cholangiokarzinomzellen ersichtlich (siche Abb. 6).
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Abbildung 4. Wachstumsinhibitorische Effekte der ZnPc-PDT auf Osophaguskarzinomzellen. Ohne
Photoaktivierung zeigte sich bei vorangehender 24-stiindiger Inkubation mit ZnPc kein Effekt auf die
Proliferation von (A) Kyse-140 und (B) OE-33 Zellen. (C, D) Nach Photoaktivierung (10 J/cm?) zeigte
sich eine zeit- und konzentrationsabhéngige Reduktion der Zellzahl in beiden Zelllinien um bis zu 90%
im Vergleich zur unbehandelten, bestrahlten Kontrolle in beiden Zelllinien. Die Daten werden als
Prozentsatz (Mittelwert + SD) der Proliferation der unbehandelten Kontrollen angegeben. Fiir jede
Zelllinie wurden mindestens drei unabhéngige Experimente durchgefiihrt. Originalpublikation 2, Figure
3 und 4 zusammengefligt, Kuzyniak et al., 2017, Int J Oncol. (22).

Weiterfiihrend wurde das Ausbleiben einer Dunkel- bzw. Eigentoxizitit mittels CAM-Assay in
vivo iiberpriift. Injektion von 10 pL ZnPc (10 pM) in ein groBes vendses CAM-Gefd3 am Tag 14
der Embryonalentwicklung ohne anschlieBende @~ PDT  fiihrte  innerhalb  eines
Beobachtungszeitraums von 24 h nicht zu einem Ableben der Hithnerembryonen. Auch gab es
keinerlei Anzeichen dafiir, dass die Embryonenentwicklung beeintriachtigt wurde. Das Ausbleiben
einer Dunkeltoxizitdt von ZnPc konnte zusitzlich im Tierversuch mit jungen, ménnlichen Wistar-
Ratten bestitigt werden. Dabei zeigten sich keinerlei Verdnderungen der Wasser- und

Nahrungsaufnahme, keine Gewichtsreduktion der Tiere und keine ZnPc-induzierte Anzeichen fiir
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eine Entziindung durch Grofenverdnderung von Leber, Niere und Milz oder eine Erhdhung der

Leukozytenzahl zu einem Zeitpunkt von 7 Tagen nach ZnPc-Applikation.

Antiproliferativer Effekt der Pc32-PDT in Cholangiokarzinomzellen

Die PDT mit Pc32 bewirkte
in EGI-1 Zellen eine zeit- 120 y TFKA
und konzentrations- 100]

abhéngige Reduktion der
Zellzahl. Dabei wurde das

&
2
proliferation (% of control)
@
i

proliferation (% of control)
@
3

Wachstum nachhaltig
gehemmt, ohne dass Zellen,
die dem Zelltod durch dle i Pc32 (uM) N ) " Pc32 (uM) * )

-e- 24 hafter PDT -w 48 h after PDT -+ 72 h after PDT -# 72 h dark control

Behandlung zundchst
entgechen konnten, eine Abbildung 5. Wachstumsinhibitorische Effekte der Pc32-PDT auf
Cholangiokarzinomzellen. (A) Die PDT (10 J/cm2) mit Pc32 fiihrte zu
einer zeit- und dosisabhéngigen Proliferationsreduktion von EGI-1-
Vergleich zur Kontrolle Zellen. (B) In TFK-1 Zellen induzierte die Pc32-PDT keine deutliche oder

erncute  Proliferation im

anhaltende Wachstumshemmung. Die Daten werden als Prozentsatz
(Mittelwert = SD) der Proliferation der unbehandelten, bestrahlten
Die  Pc32-PDT  zeigte Kontrollen angegeben. Es werden die Ergebnisse von mindestens drei
unabhéngigen Experimenten gezeigt. Ungepaarter, zweiseitiger t-test,
*p<0,05 nicht-photoaktiviertes vs. photoaktiviertes Pc32 (72 h nach
nachhaltige Reduktion der PDT). Originalpublikation 1, Figure 3, Schmidt et al., 2018, Int J Mol

Zellzahl bei TFK-1 Zellen. Med. (5).

zeigten  (Reproliferation).

jedoch keine effektive und

Hier konnte ein vergleichsweise geringer Riickgang der Zellzahl von <40% im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden (24 h nach PDT). Die iibrigen TFK-1 Zellen konnten zudem im
Verlauf von 72 h nach PDT auf das Niveau der Kontrolle reproliferieren (siche Abb. 5).

Antiproliferativer Effekt der ZnPc-PDT in Cholangio- und Osophaguskarzinomzellen

Eine Photoaktivierung (10 J/cm?) von ZnPc fiihrte in den eingesetzten Cholangio- sowie
Osophaguskarzinom-Zelllinien zu einer zeit- und konzentrationsabhingigen Reduktion der
Zellzahl um >90% zum Zeitpunkt von 24 h nach PDT, ohne dass eine Reproliferationstendenz bis
zu einem Zeitpunkt von 72 h nach PDT beobachtet werden konnte (siche Abb. 4 C, D und Abb. 6
A, B)

26



EGI-1 TFK-1
A 1201 ¢ B 120~

100 100
80 80-
60-

40-

proliferation (% of control)
3
proliferation (% of control)

20+

o & N a? “ A K
ZnPc (uM) ZnPc (uM)

-o- 24 h after PDT - 48 h after PDT -+ 72 h after PDT -4 72 h dark control

C D
EGI-1 24h after PDT TFK-1 24h after PDT
ZnPc (uM) 0 1 5 ZnPc (uM) 0 1 5
ERK1/2 — G - ERK1/2 & -—
1.0 1.02 0.17 1.0 0.88 0.54
GAPDH T — GAPDH W s s

Abbildung 6. Wachstumsinhibitorische Effekte der ZnPc-PDT auf Cholangiokarzinomzellen. Die ZnPc-
PDT (10 J/ecm?2 ) fiihrte zu einer dosis- und zeitabhéngigen Reduktion der Zellzahl von (A) EGI-1 und (B)
TFK-1 Zellen um iiber 90%. Nicht-photoaktiviertes ZnPc zeigte in beiden Zelllinien keine nennenswerte
"Dunkeltoxizitit". Die ZnPc-PDT induzierte eine deutliche Abnahme der Expression des mitogen-
activated protein kinase-Signaltransduktionswegs assoziierten Proteins ERKY2 im Vergleich zur Kontrolle
in (C) EGI-1 und (D) TFK-1 Zellen. Die Daten werden als Prozentwert (Mittelwert + SD) der
unbehandelten, bestrahlten Kontrollen angegeben. Es werden die Ergebnisse von mindestens drei
unabhingigen Kristallviolett- und zwei Western Blot-Versuchen gezeigt. Die Western Blots wurden
densitometrisch mittels ImageJ analysiert, normalisiert auf GAPDH. Ungepaarter, zweiseitiger t-test,
*p<0,05 nicht-photoaktiviertes vs. photoaktiviertes ZnPc (72 h nach PDT). Originalpublikation 1, Figure
2, Schmidt et al., 2018, Int J Mol Med. (5).
Weiterfithrend wurde fiir die einzelnen Zelllinien die halbmaximale, wachstumsinhibitorische
Konzentration (ICso) 24 h nach ZnPc-PDT mittels nichtlinearer Regressionsanalyse bestimmt
(sieche Kap. 3.6). Fiir EGI-1 Zellen zeigte sich dabei eine ICso-Konzentration von 0,5+0,17 uM
ZnPc, wihrend sich fiir TFK-1 Zellen eine ICso-Konzentration von 1,7+0,13 uM ZnPc ergab (siche
Tabelle 1.). Innerhalb der Cholangiokarzinom-Zelllinien reagierten EGI-1 Zellen demzufolge
sensibler auf die ZnPc-PDT als TFK-1 Zellen. Innerhalb der Osophaguskarzinom-Zelllinien
zeigten Kyse-140 Zellen eine ICso-Konzentration von 1,4+0,4 pM und OE-33-Zellen von
3,3540,79 uM ZnPc. Kyse-140 Zellen konnten zudem bereits durch eine ZnPc-PDT mit 1 uM
nachhaltig in ihrem Wachstum gehemmt werden, wihrend dieser Effekt bei OE-33 Zellen erst
nach PDT-Behandlung mit 10 pM ZnPc zu beobachten war. Insgesamt zeigte sich damit bei den
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Osophaguskarzinom-Zelllinien ein sensibleres Ansprechen der Kyse-140 Zellen im Vergleich zu

OE-33 Zellen.

Tabelle 1. ICso-Konzentrationen von ZnPc fiir Cholangio- und

Osophaguskarzinomzelllinien 24 Stunden nach photodynamischer Therapie.

ZELLLINIE I1Cs50-KONZENTRATION 1 STANDARD-

(uM) ABWEICHUNG
CHOLANGIO- | EGI-1 (n=6) 0,5 +0,17
KARZINOM | TFK-1 (n=5) 1,7 +0,13
OSOPHAGUS- | Kyse-140 (n=3) 1,4 +0,4
KARZINOM | OE-33 (n=3) 3,35 +0,79

Die ICso-Konzentrationen fiir die Cholangiokarzinomzellen sind Schmidt et al., 2018, Int J Mol Med.
entnommen (5). Die ICso-Konzentrationen fiir die Osophaguskarzinomzellen sind Kuzyniak et al., 2017 Int

J Oncol. entnommen (22).

Um zu iberpriifen, ob neben der eingesetzten Konzentration auch die Inkubationszeit des
Photosensibilisators einen Einfluss auf die Effektivitit der PDT hat, wurden Cholangio- und
Osophaguskarzinomzellen in aufsteigender Konzentration zwischen 1 und 30 h mit ZnPc
inkubiert. Es zeigte sich eine Korrelation zwischen der Dauer des Inkubationszeitraums mit
Photosensibilisator und dem antiproliferativen Effekt der anschlieBenden PDT. Je ldnger der
Inkubationszeitraum war, desto groBer fiel der antiproliferative Effekt aus. In den
Cholangiokarzinom-Zelllinien zeigte sich bei ZnPc-Konzentrationen von >2,5 uM ZnPc bereits
nach 10-stiindiger Inkubation eine ausgepréigte Reduktion der Zellzahl um ca. 70% gegeniiber den
Kontrollen (5). Bei dem 6sophagealen Zellmodell, Kyse-140, fiihrte ein Inkubationszeitraum von
nur 6 h bei einer ZnPc-Konzentration von 10 uM bereits zu einer Reduktion der Zellzahl um >50
Prozent. Dieser eindeutige antiproliferative Effekt zeigte sich im anderen Osophaguskarzinom-
Zellmodell, OE-33, erst bei einer ldngeren Inkubationszeit. Ein Inkubationszeitraum von 6 h mit
10 uM ZnPc fiihrte bei OE-33 Zellen nur zu einer Proliferationsinhibition von ca. 20% (sieche Abb.
7). Ein maximaler antiproliferativer Effekt einer gegebenen ZnPc-Konzentration wurde sowohl
bei Cholangio- als auch bei Osophaguskarzinomzellen nach 24-stiindiger Inkubation erreicht. Die

Verlingerung auf 30 h fiihrte in Osophaguskarzinomzellen zu keiner Erhohung der

! halbmaximale, wachstumsinhibitorische Konzentration 24 h nach PDT
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antiproliferativen Wirkung der anschlieBenden PDT-Behandlung, weshalb fiir weitere Versuche

eine Inkubationszeit von 24 h mit ZnPc gewéhlt wurde.

In Zusammenhang mit der Proliferationsinhibition wurde die Expression von ERK'2 bestimmt,
welches ein MAP-Kinaseenzym (englisch: mitogen-activated protein kinase) darstellt, das an der
Regulation der zelluldren Adhision, dem Fortschritt des Zellzyklus, dem Uberleben der Zelle
sowie ihrer Differenzierung, dem Metabolismus und der zelluldren Proliferation beteiligt ist (27).
24 h nach ZnPc-PDT konnte eine dosisabhidngige Abnahme der Proteinexpression von ERKY2 im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in beiden Cholangiokarzinom-Zelllinien nachgewiesen
werden (siehe Abb. 6 C, D). Dies kennzeichnet den Riickgang proliferationsférdernder Prozesse

auf molekularer Ebene.
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Abbildung 7. Die Wirksamkeit der PDT héngt von der Vorinkubationszeit mit ZnPc ab. (A) Kyse-140
und (B) OE-33 Zellen wurden vor der Bestrahlung (10 J/cm?) fiir 1-30 h mit steigenden Konzentrationen
ZnPc (1-10 uM) inkubiert. Die Hohe der Wachstumshemmung nach ZnPc-PDT zeigte dabei eine starke
Abhéngigkeit von der Vorinkubationszeit mit dem Photosensibilisator. Je ldnger die Inkubationszeit
war, desto ausgepragter zeigte sich die wachstumsinhibitorische Wirkung. (A) Kyse-140 (A) reagierten
empfindlicher als (B) OE-33 Zellen. Die Daten werden als Prozentsatz (Mittelwert £ SEM) der
unbehandelten, bestrahlten Kontrollen angegeben. Es werden die Ergebnisse von mindestens drei
unabhéngigen Versuchen gezeigt. Originalpublikation 2, Figure 2, Kuzyniak et al., 2017, Int J Oncol.
(22).
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Abbildung 8. Die PDT mit ZnPc induziert
die Bildung
Sauerstoffspezies

von Reaktiver

(ROS) in
Osophaguskarzinomzellen. Im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (oberes
Panel) wurde in Kyse-140 Zellen 24 h
nach ZnPc-PDT (10 uM/10 J/cm?) eine
Induktion der ROS-Bildung im
Zytoplasma (orange) und im
Kem/Mitochondrium  (griin)  deutlich
(mittleres Panel). Nach Inkubation mit 1
mM des Antioxidationsmittels Vitamin C
vor Bestrahlung wurde eine reduzierte
Entstehung von ROS erfasst (unteres
Panel). Die Ergebnisse sind représentativ
fir mindestens drei  unabhingige
Vergroerung, x40.
Originalpublikation 2, Figure 5, Kuzyniak
et al.,2017, Int J Oncol. (22).

Experimente.

ZnPc- und Pc32-PDT induzierte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Die Induktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

durch ~ Photoaktivierung  des eingesetzten

Photosensibilisatoren stellt bei der PDT einen
entscheidenden Faktor fiir die zellzerstorende
Effektivitit der PDT dar. Mittels ROS-sensitiver
Fluoreszenzfarbstoffen =~ sowie  nachfolgender
Fluoresenzmikroskopie wurde die Entstehung von
ROS im

intrazelluldren zytoplasmatischen

Kompartiment (orange) und
Mitochondrium/Nukleus (griin) tiberpriift. Zudem
wurden Kyse-140 Zellen fiir 1 h mit dem
Radikalfinger Vitamin C (1 mM) vor ZnPc-PDT
inkubiert. Eine abgeschwichte ROS-Entstehung
nach ZnPc-PDT durch gleichzeitige Inkubation mit
kann dabei indirekt die

Generierung von ROS durch die ZnPc-PDT

dem Radikalfanger

bestitigen.

24 h nach ZnPc-PDT zeigte sich eine starke

Induktion zytoplasmatischen und

ROS in

von
mitochondrialen/nukledren
Osophaguskarzinomzellen (siche Abb. 8). In
Cholangio-karzinomzellen wurde eine Entstehung

von ROS sowohl im Zytoplasma als auch im

Nukleus/Mitochondrium bereits 2 h nach ZnPc-PDT nachgewiesen. Im Gegensatz zur ZnPc-PDT

induzierte die Pc32-basierte PDT nur eine vergleichsweise schwache ROS-Bildung (siche Abb.

9). Kyse-140 Osophaguskarzinomzellen, die zusitzlich eine Stunde vor ZnPc-PDT mit Vitamin C

(1 mM) inkubiert wurden, zeigten eine deutlich schwichere ROS-Entstehung in beiden

Kompartimenten, was auf die antioxidative Wirkung von Vitamin C zuriickzufiihren ist (siehe

Abb. 8).
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Abbildung 9. Die PDT mit ZnPc und Pc32 induziert die Bildung von Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
in Cholangiokarzinomzellen. Im Vergleich zur (A) unbehandelten, bestrahlten Kontrolle wurde in (B)
EGI-1 Zellen 2 h nach ZnPc-PDT (5 pM/10 J/cm?) eine deutliche Induktion der ROS-Bildung im
Zytoplasma (orange) und im Kern/Mitochondrium (griin) beobachtet. (C) 2 h nach der PDT mit Pc32 (5
pM/10 J/em2) wurde nur eine geringfiigige Entstehung von ROS im Zytoplasma (orange) und im
Kern/Mitochondrien (griin) sichtbar. Bei den TFK-1 Zellen wurde im Vergleich zur (D) Kontrolle 2 h
nach (E) ZnPc-PDT (5 pM/10 J/cm?) eine deutliche Induktion der ROS-Generierung im Zytoplasma
(orange) und im Kern/Mitochondrium (griin) erfasst. (F) 2 h nach der Pc32-PDT (5 uM/10 J/cm2) wurde
wiederum nur eine minimale ROS-Entstehung beobachtet. Die Ergebnisse sind reprisentativ flir vier
unabhingige Experimente. VergroBerung, x40. Originalpublikation 1, Figure 4, Schmidt et al., 2018, Int
J Mol Med. (5).

EGI-1
A

TFK-1
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4. 4.  Zytotoxische Effekte nach ZnPc- und Pc32-PDT
Direkte zytotoxische Effekte A ) i B .
durch photoaktiviertes ZnPc ] ' * , - -
bzw. Pc32  wurden iiber die ] g . —
Freisetzung der intrazelluldren %: %Z R
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Abbildung 10. Direkte Zytotoxizitdt der PDT mit ZnPc und Pc32

Beide Cholangiokarzinom-

zelllinien zeigten eine zeit- und
konzentrationsabhangige LDH-

Freisetzung im Anschluss an die

in Cholangiokarzinomzellen. Die ZnPc-PDT (0,5-5 uM/10 J/cm?)
induzierte bei (A) EGI-1 und (B) TFK-1 Zellen eine hohere zeit-
und dosisabhéngige LDH-Freisetzung im Vergleich zur (C, D)

LDH-Freisetzung nach PDT mit Pc32 (0,5-5 uM/10 J/cm?). Die
Daten werden als Prozentsatz (Mittelwert + SD) verglichen mit den
unbehandelten Kontrollen deren Wert 0% ausmachte sowie der
maximalen LDH-Freisetzung der mit Triton-X-100 lysierten
Zellen, deren Wert 100% betrug, angegeben. Die Ergebnisse sind
reprisentativ flir drei unabhéngige Experimente. Ungepaarter,
zweiseitiger t-test*p<0,05 Zytotoxizitdt 1 vs. 6 h post-PDT bzw.
0,5 vs. 5 uM 6 h nach PDT. Originalpublikation 1, Figure 5,
Schmidt et al., 2018, Int J Mol Med. (5).

PDT mit ZnPc und Pc32. In

EGI-1 Zellen wurde -eine
maximale LDH-Freisetzung von
34,8% 6 hnach ZnPc-PDT mit 5
uM ermittelt. In TFK-1 Zellen
fiel die maximale LDH-

Freisetzung unter gleichen

Versuchsbedingungen mit ~17,8% zwar deutlich schwicher aus, belegte aber dennoch eine
ausgepragte zytotoxische Wirkung der Behandlung (Abb. 10 A, B). Demgegeniiber zeigte sich 6
h nach Pc32-PDT eine vergleichsweise deutlich geringere LDH-Freisetzung in EGI-1 (9,5%) und
TFK-1 Zellen (8,5%) (sieche Abb. 10 C, D). Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den
antiproliferativen  Effekten der beiden Photosensibilisatoren bei der PDT von
Cholangiokarzinomzellen und deuten darauf hin, dass die im Vergleich mit der Pc32-basierten
PDT groBere zytotoxische Potenz der ZnPc-basierten PDT einen wichtigen Faktor fiir die groBere
durch Berechnung des
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antiproliferative Effektivitidt darstellt. Die Zytotoxizitdt wurde



Prozentsatzes der LDH-Freisetzung in der behandelten Probe bestimmt, verglichen mit der LDH-
Freisetzung der unbehandelten Zellen, deren Wert 0% betrug, und der maximalen LDH-

Freisetzung der Triton X-100 lysierten Zellen, deren Wert 100% ausmachte (32).

4.5.  Apoptoseinduktion durch ZnPc-PDT

Da ZnPc nachweislich einen groferen Einfluss auf den oxidativen Stress, die direkte Zytotoxizitét
und die Proliferationshemmung von Cholangiokarzinomzellen besitzt als Pc32, wurden die
weiterfilhrenden Charakterisierungen vorwiegend mit ZnPc als Photosensibilisator fiir die PDT

bei Cholangiokarzinomzellen durchgefiihrt.

Neben zytotoxischer Zellschidigung kann die PDT-induzierte ROS-Bildung auch durch
Beeintrachtigung der mitochondrialen Integritit, Apoptose als programmierte Form des Zelltodes

einleiten.

8 h nach ZnPc-PDT wurde in den Cholangiokarzinomzellen eine 26- (EGI-1) bzw. 6-fache
Erh6hung (TFK-1) der Caspase-3-Aktivitdt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen.
24 h nach PDT zeigte sich eine schwichere, jedoch immer noch deutliche Induktion einer 9- (EGI-
1) beziehungsweise 4-fachen Erhohung der Caspase-3-Aktivitidt (Sieche Abb. 11 A, B). In den
Osophagealen Kyse-140 Zellen fiihrte die ZnPc-PDT zu einer zeit- und konzentrationsabhingigen
Zunahme der Caspase-3-Aktivitdt um das 15-fache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 3
bis 6 h nach PDT (siehe Abb. 12 A). Die Caspase-3 stellt ein Effektorenzym der Apoptose dar,
welches unter anderem an der Spaltung zelluldrer Bestandteile innerhalb des programmierten
Zelltods beteiligt ist (28). Die beobachtete Aktivititssteigerung spricht demzufolge fiir die

Induktion intrazelluldrer Signalkaskaden, die zur Apoptose fiihren.

Western Blot Analysen beteiligter pro- und antiapoptotischer Proteine ergaben fiir ZnPc-PDT von
EGI-1 Zellen eine zeit- und konzentrationsabhidngige Expressionszunahme des proapoptotischen
Proteins Bax um das 2,45-fache gegeniiber der unbehandelten Kontrolle bei gleichzeitiger
Abnahme des antiapoptotischen Proteins Bcl-2, dessen Expression gegeniiber der Kontrolle auf
das 0,45-fache reduziert wurde. Bei TFK-1 Zellen zeigten sich entsprechende Effekte spéter und
weniger stark ausgeprégt. 24 h nach PDT wurde eine Induktion des proapoptotischen Bax auf das
ca. 1,5 -fache der Kontrolle bei gleichzeitiger Suppression von Bcl-2 auf das 0,8-fache festgestellt
(siche Abb. 11 D, E).
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Abbildung 11. Apoptoseinduktion in Cholangiokarzinomzellen durch die PDT mit ZnPc. 8 und 24 h
nach PDT mit ZnPc (0,2-5 uM) wurde zeit- und dosisabhéngige Aktivitétssteigerung der Effektor-
Caspase-3 in (A) EGI-1 und (B) TFK-1 Zellen gemessen. (C) Ein dosisabhingiger Anstieg des
apoptotischen sub-G1-Peaks wurde durch FACS-basierte Messung der Verdnderungen des hypoploiden
DNA-Gehalts 24 h nach ZnPc-PDT-Behandlung in EGI-1 und TFK-1 Zellen bestimmt. Die Western
Blot-Analyse der Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax und des anti-apoptotischen Proteins
Bcl-2 erfolgte nach 12 und 24 h in (D) EGI-1 und € TFK-1 Zellen. Die densitometrische Analyse mit
Image] zeigte die relative Zunahme beziehungsweise Abnahme der Proteinexpression der pro- und
antiapoptotischen Proteine Bax und Bcl-2 nach ZnPc-PDT, normalisiert auf f-Aktin. Die Daten werden
als Prozentsatz (Mittelwert + SD) der unbehandelten Kontrollen angegeben. Die Ergebnisse sind
reprisentativ fir mindestens drei unabhingige Experimente. Ungepaarter, zweiseitiger t-test*P<0,05
Caspase-3-Aktivitét 8 oder 24 h nach der PDT vs. Kontrolle. Originalpublikation 1, Figure 6, Schmidt et
al., 2018, IntJ Mol Med. (5).
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Analog zu den Cholangiokarzinom-Zellmodellen wurde auch in den dsophagealen Zellmodellen
eine zeit- und konzentrationsabhéngige Zunahme der Expression von Bax (maximal 1,75-fache
Expression; 10 uM) bei gleichzeitiger Expressionsabnahme von Bcl-2 (~0,1-fache Expression; 10
uM) detektiert. (siche Abb. 12 C).

Da das Gleichgewicht des pro-apoptotischen Proteins Bax und des anti-apoptotisch wirkenden
Proteins Bcl-2 eine entscheidende Rolle in der Induktion von mitochondrial vermittelter Apoptose
spielt (5,29,30), deuten die erhobenen Daten auf die Induktion Caspase-3-abhingiger Apoptose

iiber den intrinsischen/mitochondrialen Signalweg hin.

Als zusitzlicher Marker der ZnPc-PDT induzierten Apoptose wurde bei Cholangiokarzinomzellen
der konzentrationsabhidngige Anstieg der sich in der sub-Gi-Phase befindlichen Zellen mittels
FACS Analysen bestimmt. Herbei zeigten EGI-1 einen ausgeprégten (ca. 18-fachen) und TFK-1
Zellen einen ebenfalls deutlichen, aber geringer ausfallenden Anstieg (ca. 5-fach) der sub-Gi-
Population im Vergleich zur Kontrolle (siche Originalpublikation 1, Abbildung 6 C, Seite 58). Ein
Anstieg der Zellpopulation in der hyopoploiden sub-G1-Phase entsteht durch Caspase-bedingte
DNA-Fragmentierung sowie den Verlust zelluldrer Bestandteile durch Abschniirung sogenannter
,Apoptosekorperchen™ (apoptotic bodies) (28), die im weiteren fluoreszenzmikroskopisch

(LIVE/DEAD Assay) detektiert wurden.

Hierbei wurden die in den Proliferationsuntersuchungen (Kap. 4.2.) und Toxizitdtsstudien (Kap.
4.4.) festgestellten Effekte bestdtigt (siche Abb 12 B). Apoptotische Zellen erschienen
zusammengeschrumpft, amorph und wiesen apoptosespezifische
Membranausstiilpungen/Abschniirungen in Form von griin gefirbten Apoptosekdrperchen auf
(28). Die Ergebnisse bilden damit ein morphologisches Korrelat zu den oben beschriebenen
Ergebnissen und verfestigen das Bild der apoptoseinduzierenden Wirkung der ZnPc-PDT bei den

untersuchten gastrointestinalen Karzinomzellmodellen.
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Abbildung 12. Apoptoseinduktion der ZnPc-PDT in Kyse-140 Osophaguskarzinomzellen. (A) 3 und 6
h nach PDT wurde ein dosisabhéngiger Anstieg der Caspase-3-Aktivitit um das <15-Fache im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollen beobachtet. (B) 6 h nach ZnPc-PDT zeigte sich im
fluoreszenzmikroskopischen LIVE/DEAD-Assays die Bildung apoptotischer Korper (weile Pfeile)
sowie ein Schrumpfen und Abflachen Zellen. Lebende Zellen sind griin, tote Zellen rot gefarbt. (C) Es
zeigte ich eine Expressionszunahme der pro-apoptotischen Proteine Cytochrom C und Bax sowie eine
Abnahme des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 im Vergleich zur unbehandelten, bestrahlten Kontrolle 1
und 3 h nach Behandlung in der densitometrischen Western Blot-Analyse mit ImageJ. Die Daten werden
als Prozentsatz (Mittelwert £ SD) der unbehandelten Kontrollen angegeben. Die Ergebnisse sind
représentativ fiir drei unabhéngige Experimente. Originalpublikation 2, Figure 6, Kuzyniak et al., 2017,
Int J Oncol. (22)

4.6.  Zellzyklusinhibition durch ZnPc-PDT

ZnPc-PDT induzierte Verdnderungen des Zellzyklus von Cholangiokarzinomzellen wurden
mittels propidiumiodidbasierter Durchflusszytometrie und Expressionsuntersuchung der

Zellzykluspromotoren Cyclin D1 und Cyclin B1 evaluiert.

Dabei ergab sich in EGI-1 Zellen ein konzentrationsabhingiger Arrest in der Go/Gi-Phase mit

konsekutiver Abnahme von Zellen in der Gy/M-Phase und Expressionsabnahme des
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Zellzykluspromotors Cyclin D1, welcher in der Transition von Gi. zur S-Phase wirkt (siche Abb.

13 A, CundE) (22). In TFK-1 Zellen wurde ein G2/M-Phasenarrest beobachtet. Hier erfolgte eine

konzentrationsabhdngige Abnahme an

Zellen

in

G2/M-Phase b

el

gleichzeitiger

Expressionsabnahme von Cyclin B1, welches als Promotor der G- zu-M-Phasentransition wirkt

(siche Abb. 13 B, D, F) (5,20).
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Abbildung 13. Auswirkungen der ZnPc-PDT auf den Zellzyklus von Cholangiokarzinomzellen. (A)
Mittels Propidiumiodid-basierter FACS-Analyse der Zellzyklusverteilung wurde eine ZnPc-PDT
induzierte dosisabhéngige Zunahme von EGI-1 Zellen in der G /G -Phase, mit einer entsprechenden

Abnahme von Zellen in der G,/M-Phase 24 h nach der Behandlung beobachtet. (B) In TFK-1-Zellen
zeigte sich eine Zunahme der Zellen in der G,/M-Phase und einer Abnahme der Zellen in der G /G -

Phase. (C,D) Gezeigt sind entsprechende Histogramme inklusive hypoploidem sub-Gi-Peaks
apoptotischer Zellen. (E) EGI-1 Zellen zeigten eine abnehmende Expression von Cyclin D1 im Vergleich
zur Kontrolle in der densitometrischen Western Blot-Analyse mit Image J. (F) TFK-1 Zellen offenbarten
eine Abnahme der Expression von Cyclin 24 h nach Behandlung. Die Ergebnisse sind reprisentativ fiir
mindestens drei unabhéngige Versuche. Originalpublikation 1, Figure 7, Schmidt ef a/., 2018, Int ] Mol
Med. (5).
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4.7.  Antineoplastische Effekt der PDT mit ZnPc in vivo

Mittels eines modifizierten Chorioallantoismembran (CAM)-Assays mit tumortragenden CAMs
wurde der antitumorale Effekt der ZnPc-PDT bei Osophaguskarzinom-Tumoren untersucht.
Tumorplaques aus 1x10% Kyse-140 Zellen wurden auf der CAM kultiviert und anschlieBend fiir
24 Std. mit 10 uM ZnPc inkubiert. 72 Std nach Bestrahlung mit 10 J/cm? wurden die Tumorplaques

exzidiert und gewogen.
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Abbildung 14. Antineoplastische Wirksamkeit der ZnP-PDT in dsophagealen Tumorplaques. Auf der
Chorionallantoismembran (CAM) befruchteter Hithnereier angeziichtete 6sophageale Tumorplaques
aus Kyse-140 Zellen wurden mit ZnPc (10 pM/24 h) inkubiert und bestrahlt (10 J/cm?). (A) 72 h nach
der PDT konnte eine signifikante Verkleinerung (>70 %) der mit ZnPc-PDT behandelten Tumorplaques
im Vergleich zur unbehandelten, beleuchteten Kontrolle. (B) Dieses Ergebnis spiegeln die
reprisentativen Bilder der mit NaCl behandelten Kontrolle sowie der mit ZnPc-behandelten
Osophaguskarzinom-Plaques 72 h nach der PDT wider. Gezeigt ist der Mittelwert + SEM von 6
unabhéngigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test*p<0.001. Originalpublikation 2, Figure 7
Kuzyniak et al., 2017, Int J Oncol. (22).

Ohne ZnPc-PDT konnte bei der nur mit NaCl-behandelten und bestrahlten Kontrolle ein
durchschnittliches Tumorplaquewachstum von ~25 mm?® an Tag 0 auf 122 mm?® nach 72 h
beobachtet werden. Nach PDT mit ZnPc wurde hingegen ein signifikant geringeres Wachstum der
Tumorplaques auf nur ~47mm? zu diesem Zeitpunkt beobachtet. Dies entspricht einem effektiven
wachstumsinhibitorischen Effekt von >70% nach PDT mit 10 uM ZnPc im Vergleich zur
bestrahlten NaCl-Kontrolle (siche Abb. 14). Das Ergebnis spricht fiir die antineoplastische
Wirksamkeit der ZnPc-PDT in vivo und bestitigt die in vitro Ergebnisse beziiglich der durch die

Behandlung induzierten Proliferationsinhibition (siche Kap. 4.2.).

38



4. 8.

Neoangiogenese in vivo

before PDT 24 h after PDT
— -

ctrl (PBS)

Pc32
(10 um)

ZnPc
(10 um)

Abbildung 15. Bildung von Blutgefd3en der
sich entwickelnden Hiihner-
Chorioallantoismembran ~ (CAM)  nach
ZnPc- oder Pc32-PDT. Die Bilder zeigen
reprasentative CAMs vor und 24 h nach
PDT mit PBS (Kontrolle) (A), Pc32 (10 uM)
(B) und ZnPc (10 pM) (C). Bei den
Kontroll-CAMs und bei der mit Pc32
behandelten CAM présentierte sich das
GefdBnetz homogen in antiparalleler
Ausrichtung. 24 h nach Behandlung zeigte
sich eine Neubildung von Blutgefillen, wie
anhand der Verzweigung der kleinen
Blutgefdfle zu sehen ist. Lediglich die PDT
mit ZnPc induzierte eine Degeneration des
GefiBnetzes, was sich in Form von nicht
perfundierten Regionen und Verdnderungen
in der Verzweigung der kleinen,
versorgenden Gefdfle zeigte (Pfeile). Die
Ergebnisse sind représentativ fiir drei CAMs
pro Ansatz. Vergroerung, x12.
Originalpublikation 1, Figure 8, Schmidt et
al., 2018, IntJ Mol Med. (5)

Effekte der ZnPc- und

Pc32-PDT auf die Vaskularisierung und

Ein weiterer moglicher Effekt der PDT stellt die

Hemmung von tumorversorgenden

Gefdfneubildungen im Sinne antiangiogener
Effekte dar. Mithilfe des Chorioallantoismembran
(CAM) Assays von befruchteten Hiihnereiern
wurde der Einfluss der ZnPc- und Pc32-PDT auf
die Neoangiogenese sowie Vaskularisierung
qualitativ in vivo untersucht. Die CAM wurde
dafiir in einem Areal von 5 mm Durchmesser an
Tag 10 der Befruchtung mit 10 uM ZnPc oder
Pc32 beimpft und schlieBlich nach 24-stiindiger

Inkubation bestrahlt.

In den Kontrollarealen fand eine Zunahme der
Mikrovaskularisierung und eine stetige Zunahme
der Verdstelung am distalen Ende der kleinen
GefdBBe statt. Die ZnPc-PDT resultierte im
Vergleich zur Kontrolle in einer deutlichen
Unterdriickung der Neubildung von Mikrogefaf3en
sowie zu einer Degeneration der bereits
bestehenden Vaskularisierung. Dabei kam es zu
einer Abnahme der Verzweigungsdichte und es
entstanden nicht-perfundierte Areale. Die Pc32-
PDT hingegen hatte keinen Einfluss auf die
Vaskularisierung der CAM im Vergleich zur

Kontrolle (siche Abb. 15).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung von zwei neuartigen Photosensibilisatoren aus der
Gruppe der metallsubstituierten Phthalocynanine, ZnPc und Pc32, fiir die PDT von Cholangio-

und Osophaguskarzinomen evaluiert.

Zyvtoplasmatische Akkumulation von ZnPc und Pc32 in Cholangio- und Osophaguskarzinomzellen

Entscheidend fiir die Wirkung des Photosensibilisators im Rahmen der PDT ist neben dessen
photophysikalischen und -chemischen Eigenschaften die zellulire Aufnahme sowie sein
intrazellulires Verteilungsmuster, welches kern-, organellspezifisch und/oder vorwiegend
zytoplasmatisch sein kann. Fabris et al. konnten die subzellulire Akkumulation von
Zinkphthalocyaninderivaten innerhalb des Golgi-Apparats nach 2 h Inkubation nachweisen,
wihrend eine mitochondriale Anreicherung erst nach 24 h gefunden wurde (31). Andere Silizium-
und Zinkphthalocyanine akkumulieren hingegen vorwiegend in Lysosomen, im
endoplasmatischen Retikulum oder der Zellmembran (30-32). Im Gegensatz dazu beobachteten
wir nach 24 h eine vorwiegend zytoplasmatische Anreicherung der beiden untersuchten
Photosensibilisatoren in Cholangio- und auch Osophaguskarzinomzellen (siche Kap. 4.1.). ZnPc
offenbarte dabei eine prominentere Akkumulation in den Cholangiokarzinomzellen im Vergleich

zu Pc32, obwohl deutlich hohere Konzentrationen an Pc32 eingesetzt wurden.

Bestdticung der fehlenden Dunkeltoxizitdt von ZnPc und Pc32

Eine obligate Voraussetzung eines Photosensibilisators im Rahmen der PDT besteht in der
Abwesenheit von zytotoxischen Effekten ohne eine Photoaktivierung im Sinne einer
Dunkeltoxizitit, um gesundes, tumorfreies Gewebe nicht zu schiddigen und das Auftreten von
Nebenwirkungen zu vermeiden. Nach erfolgter Photoaktivierung sollte der Photosensibilisator
jedoch einen nachhaltigen und effektiven antineoplastischen Effekt im  photoaktivierten
Tumorgewebe hervorrufen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass weder Pc32 noch ZnPc
ohne  Photoaktivierung  einen  dunkeltoxischen  Effekt auf  Cholangio- und
Osophaguskarzinomzellen ausiiben (siehe Kapitel 4.2.). Die Ergebnisse meiner Arbeit stehen im
Einklang mit einer fritheren Arbeit unserer Arbeitsgruppe, in der die Dunkeltoxizitét von ZnPc bei
Zelllinien verschiedener Tumorentititen untersucht wurde und in der ebenfalls keine zytotoxische
Wirkung von nicht-photoaktiviertem ZnPc gefunden wurde (20). Auflerdem sind die Ergebnisse
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iiber die fehlende Dunkeltoxizitit konkordant zu den Resultaten anderer Arbeiten {iber
verschiedene #hnliche Metallophthalocyanine, wie Zhang et al. in ihrer Ubersichtsarbeit darlegen
(14). Ein divergierendes Ergebnis konnte durch Yslas er al. mit einem anderen ZnPc-Derivat
aufgezeigt werden, welches zwar bei sehr niedrigen Dosen von 0,1 pM keine Dunkeltoxizitét
aufwies, bei etwas hoheren Konzentrationen von 0,5 pM und einer Inkubationszeit von 24 h jedoch
eine Proliferationsinhibition von etwa 30% in der Larynxkarzinom-Zelllinie Hep-2 bewirkte (33).
Auch in den in vivo Evaluierungen am CAM-Modell wurde nach Injektion von ZnPc in vendse
CAM-GefdBe keine dunkeltoxische Wirkung festgestellt. 24 h nach Injektion iiberlebten 100% der
mit ZnPc behandelten Hithnerembryonen (siehe Kap. 4.2.). Zudem zeigten Biotolerabilititsstudien
an minnlichen Wistar-Ratten, dass ZnPc auch im Sdugetier keine dunkeltoxische Wirkung ausiibt,
da die Applikation von ZnPc nicht zu einer Anderung des Organkoeffizienten fiihrte, welcher
Inflammationsprozesse oder organspezifische Strungen anzeigt (22). Auch eine Anderung der
Anzahl weiller Blutzellen, ein veréndertes Nahrungsverhalten oder eine Gewichtsverdnderung der
Tiere wurde nicht beobachtet. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine gute Biotolerabilitdt von ZnPc
und bestétigen die in vitro-Ergebnisse beziiglich der fehlenden Dunkeltoxizitidt von ZnPc (siche

Kap. 4.2.).

ZnPc- und Pc32-PDT induzierte zytoplasmatische und nukledre/mitochondriale ROS

Nach Photoaktivierung sollte der Photosensibilisator jedoch einen starken antineoplastischen
Effekt auf das bestrahlte Tumorgewebe haben. Eine zentrale Voraussetzung fiir die Wirksamkeit
der PDT stellt dabei die effektive Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) dar, durch
welche der Tod der Tumorzellen eingeleitet wird (14). Obwohl wir eine vorwiegend
zytoplasmatische Anreicherung der beiden untersuchten Photosensibilisatoren nach 24 h
beobachteten (siehe Kap. 4.1.), wurde nach ZnPc-PDT neben der Induktion von ROS im
Zytoplasma auch eine deutliche ROS-Induktion in den Mitochondrien und dem Nukleus
beobachtet (sieche Kap. 4.3.). Dieses Ergebnis belegt das grofle Potenzial des Photosensibilisators,
ROS zu generieren. Auflerdem ist das ROS-Ergebnis im Einklang damit, dass die ZnPc-PDT
Einfluss auf mitochondrial lokalisierte Regulationsproteine wie Bax oder Bcl-2 nimmt (siehe Kap.
4.5.). Dies ist kongruent zu Shao ef al., die in ihrer Arbeit {iber die photodynamische Wirkung von
unsubstituiertem ZnPc bei HepG2 Leberkarzinomzellen eine Akkumulation in Mitochondrien und
Lysosomen sowie eine dazu passende ROS-Entstehung mit nachfolgender mitochdondrialer
Apoptose beobachten konnten (34). Auch fiir andere Siliziumphtalocyanine, wie zum Beispiel

Pc4, ist eine spezifisch mitochondriale Anreicherung und ROS-Induktion bekannt (3). Eine
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zusitzliche Inkubation mit dem Antioxidans Vitamin C vor erfolgter ZnPc-PDT verursachte
hingegen eine abgeschwiichte ROS-Entstehung in Osophaguskarzinomzellen (siche Kap. 4.5.).
Dies ist in Ubereinstimmung zu den Ergebnissen von Grimm et al., die unter 8 h Vorinkubation
mit Vitamin C bei der PDT mit dem Photosensibilisator ALA bei Melanomzellen eine
abgeschwichte Wirksamkeit feststellten (35). Da die PDT-Wirkung maB3geblich davon abhingig
ist, in welchem Maf} ROS induziert werden, ist der Einfluss von Radikalfdngern wie Vitamin C
auch fiir den Einsatz innerhalb der Klinik relevant. Es liegt nahe, dass Patienten vor und wéihrend
der Behandlung keine antioxidanzienreiche Nahrung oder Nahrungsergéinzungsmittel zu sich
nehmen sollten, was jedoch zunéchst in entsprechenden in vivo-Untersuchungen genauer iiberpriift

werden muss.

Die Pc32-PDT zeigte ebenfalls eine zytoplasmatische und mitochondriale/zytoplasmatische ROS-
Entstehung. Diese fiel jedoch weniger prominent aus, was konkordant zu der geringer

ausgepragten Aufnahme ist (siche Kap.4.1.).

ZnPc-PDT induzierte antiproliferative Effekte in Osophagus- und Cholangiokarzinomzellen

Die Photoaktivierung von ZnPc im Rahmen der PDT-Behandlung fiihrte zu einer ausgepriagten
sowie nachhaltigen zeit- und konzentrationsabhiingigen Proliferationsinhibition in Osophagus-
sowie Cholangiokarzinomzellen mit einer Reduktion der Zellzahl um >90% (siche Kap.4.2.).
Insgesamt konnte dabei eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICso-Konzentration) im
unteren mikromolaren Bereich ermittelt werden, was fiir ein hohes antiproliferatives Potenzial von
ZnPc spricht (siehe Tabelle 1). Die vielversprechenden Ergebnisse beziiglich des antiproliferativen
Effekts konnten auf das in vivo CAM-Modell iibertragen werden. Dabei bewirkte die ZnPc-PDT
der behandelten Tumorplaques aus Kyse-140 Zellen eine Verlangsamung des Wachstums und eine
signifikante Volumenreduktion (>70%) im Vergleich zur Kontrolle 72 h nach PDT (siche Kap.
4.8.) Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnte der klinisch héufig -eingesetzte
Photosensibilisator ALA in einer vorherigen in vitro Untersuchung meiner Arbeitsgruppe die
Proliferation beider Osophaguskarzinom-Zelllinien nur bei wesentlich héheren 1Cso-Werten
(182+8 uM in Kyse-140 und 285+10 uM in OE-33 Zellen) hemmen (Vergleich mit Tabelle 1.)
(36). Zudem erfolgte die Hemmung ohne einen anhaltenden antiproliferativen Effekt. Fiir das
Cholangiokarzinom wurde ein entsprechendes Resultat auf klinischer Ebene von Zoepf et al.
gezeigt, wobei die PDT mit ALA trotz anfénglich sichtbarer Tumornekrose keine anhaltende

Befreiung von bilidren Stenosen bewirken konnte (17). Im Gegensatz dazu konnte in der
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vorliegenden Arbeit die ZnPc-PDT einen effektiven und vor allem nachhaltigen antiproliferativen
und antineoplastischen Effekt schon bei niedrigen Konzentrationen hervorrufen, ohne dass eine
Reproliferation beziechungsweise groflere Zunahme der Tumormasse 72 h nach erfolgter PDT im
Vergleich zu Tag 0 beobachtet werden konnte. Dies deutet auf das auBerordentliche Potenzial und
die vorteilhaften Wirkungseigenschaften von ZnPc als Photosensibilisator fiir die PDT des
Cholangio- und Osophaguskarzinoms hin. Die Resultate beziiglich des antiproliferativen Effekts
von ZnPc stehen des Weiteren im Einklang zur Literatur beziliglich anderer Derivate des
Photosensibilisators, welche an verschiedenen Zelllinien getestet wurden. So konnten Machacek
et al. mit ihren (2-(triethylammonio)-ethyl)-sulfony-substituierten ZnPc-Derivaten ebenfalls ICso-
Konzentrationen im unteren mikromolaren Bereich in 3T3, Hela, SK-MEL-28 und HCT116 Zellen

erzielen (37).

Abhdingigkeit der antiproliferativen Effekte der ZnPc-PDT von der Inkubationszeit des

Photosensibilisators

Das individuelle PDT-Protokoll, sowie die Inkubationszeit des Photosensibilisators oder auch die
optimale Konzentration haben einen mafigeblichen Einfluss auf das Therapie-Outcome und
variieren zwischen den einzelnen Tumorentitdten. Dabei ist das Zeitintervall zwischen der
Applikation des Photosensibilisators und der nachfolgenden Bestrahlung aufgrund des
Photosensibilisator- und zellspezifischen Aufnahmeverhaltens essentiell fiir die Therapie. In der
vorliegenden Arbeit wurde der antiproliferative Effekt der PDT nach verschieden langen
Inkubationszeitraumen mit dem Photosensibilisator evaluiert. Dabei fiihrte die ZnPc-PDT schon
nach kurzen Inkubationszeitraumen (10-16 h) zu einer sichtbaren Reduktion der Zellzahl in
Cholangio- und Osophaguskarzinomzellen, sofern Konzentrationen >2,5 uM eingesetzt wurden.
Eine ausgeprigte und anhaltende Wachstumsinhibition der PDT bei niedrigen Konzentrationen
(<2,5 uM) wurde erst nach einer Inkubationszeit von 24 h erreicht (siehe Kap. 4.2.). Die
Abhingigkeit der Wachstumsinhibition von der Inkubationsldnge konnte am deutlichsten bei den
EGI-1 Zellen beobachtet werden. EGI-1 Zellen wiesen den niedrigsten ZnPc-ICso-Wert (0,5+0,17
uM) innerhalb der getesteten Zelllinien nach 24 h Inkubation auf. Auf der anderen Seite konnten
die EGI-Zellen durch eine PDT mit ZnPc-Konzentrationen von bis zu 2,5 pM und einer kurzen
Inkubationszeit von nur 10 Stunden allenfalls nur marginal in ihrem Wachstum gehemmt werden.
Zudem ist interessant, dass eine Verldngerung der Inkubationsperiode auf 30 h zu keinem stérkeren
antiproliferativen Effekt bei Osophaguskarzinomzellen fiihrte als eine 24-stiindige Inkubation, da

ab diesem Zeitpunkt offenbar eine maximalwirksame Anreicherung des Photosensibilisators in
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den Tumorzellen erreicht war (siche Kap. 4.2.). Im Unterschied dazu konnten Shao et al. und
Machacek et al. eine maximale Aufnahme ihrer ZnPc-Verbindungen in HepG2 beziehungsweise
HeLa Zellen nach einer Inkubationsperiode von 12 h beobachten, wiahrend Velazquez et al. eine
maximale Aufnahme von unsubstituiertem ZnPc nach einer 18 h-Inkubation in T 98G
Glioblastomzellen zeigen konnten (37-39). Es erscheint demnach von Vorteil, das individuelle
PDT-Protokoll an den Photosensibilisator und die spezifischen Tumorzellcharakteristika
anzupassen, um eine Balance zwischen vorzugsweise kurzen Inkubationszeitrdumen, niedrigen
Konzentrationen und einem potenten und nachhaltigen wachstumsinhibitorischen Effekt der PDT

zu erzielen.

ZnPc-PDT vermittelte Expressionsabnahme des proliferationsfordernden MAP-Kinaseenzyms

ERKY

Im Zusammenhang mit der effektiven Proliferationsinhibition durch die ZnPc-PDT konnte eine
Expressionsabnahme des MAP-Kinaseenzyms (englisch: mitogen-activated protein kinase)
ERK% in den beiden Cholangiokarzinomzelllinien EGI-1 und TFK-1 gezeigt werden (siehe Kap.
4.2.). Die Expressionsabnahme von ERK': verdeutlicht, dass die ZnPc-PDT ihre antiproliferative
Wirkung auch iiber die Herunterregulation fiir die Tumorzellen {iberlebenswichtiger Signalwege
entfaltet (20,27). ERKY2 stellt ein wesentliches Protein innerhalb der Ras-Raf-MEK-ERK-
Signalkaskade dar, welche an der Induktion wichtiger intrazelluldrer Prozesse beteiligt ist. Durch
Aktivierung der Signalkaskade wird unter anderem das Voranschreiten des Zellzyklus, die
zellulire Differenzierung, der Stoffwechsel, die Induktion zellulirer Uberlebensprogramme sowie
die Zellproliferation vorangetrieben (27). Die Expressionsabnahme von ERK'2 und die damit
verbundene Proliferationshemmung spiegelt sich in der effektiven Hemmung der Reproliferation
von Zellen, welche dem Zelltod zunéchst entgehen konnten wider (siehe Kap. 4.2). Im Vergleich
dazu konnten Weijer ef al. in der Cholangiokarziniom Zelllinie SK-ChA-1 nach PDT mit einem
liposomal eingekapselten ZnPc eine Hochregulation verschiedener proliferativer Signalwege,
inklusive der MAP-Kinase-Signalkaskade nachweisen (40). Eine aktivierende Mutation von
Protoonkogenen der MAP-Kinase-Signalkaskade wie beispielsweise k-Ras stellt in
gastrointestinalen Tumorentititen wie dem kolorektalen Karzinom, Pankreaskarzinom oder
Cholangiokarzinom zudem einen hiufigen Mechanismus der Tumorgenese durch unkontrollierte
Zellteilung dar (27). So tritt beispielsweise in 31% aller Cholangiokarzinome eine aktivierende k-
Ras Mutation auf, welche auch in EGI-1 Zellen, nicht aber in TFK-1 Zellen vorhanden ist (27,41).

Die unterschiedliche Mutation von Protoonkogenen des MAP-Kinase-Signalwegs in Verbindung
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mit der durch ZnPc-PDT induzierten Expressionsreduktion von ERK’% bietet unter anderem eine
Erklarung fiir das sensiblere Ansprechen der EGI-1 Zellen (ICso: 0,5+0,17 pM) im Vergleich zu
TFK-1 Zellen (ICso: 1,710,13) auf die ZnPc-PDT. Wie zudem durch Schmitz et al.

Unterschiede des proliferationsinhibitorischen Effekts der Pc32-PDT innerhalb der

Cholangiokarzinomzelllinien

Die PDT mit dem neuartigen Siliziumphthalocyanin Pc32 fiihrte innerhalb der
Cholangiokarzinomzelllinien nur in den weniger differenzierten EGI-1 Zellen zu einem
anhaltenden sowie zeit- und konzentrationsabhingigen antiproliferativen Effekt. Im Vergleich zur
ZnPc-PDT fiel dieser jedoch weniger potent aus und konnte eine vergleichbare Reduktion der
Zellzahl nur mithilfe hoherer Konzentrationen bewirken. Die PDT mit Pc32 bewirkte keinen
deutlichen oder nachhaltigen antiproliferativen Effekt bei den differenzierten TFK-1 Zellen. Diese
konnten sogar nach einer anfanglichen Reduktion der Zellzahl in etwa auf das Niveau der

Kontrolle reproliferieren (siche Kap. 4.2.).

Das unterschiedliche Ansprechen der Cholangiokarzinomzelllinien auf die Pc32-PDT (siehe Kap.
4.2.) sowie die geringe Effektivitdt im Vergleich zur ZnPc-PDT ist von Bedeutung, da andere
Siliziumphthalocyanine in gastrointestinalen Tumorentititen, wie dem kolorektalen Karzinom,
potente antitumorale Effekte zeigen konnten. So konnten Whitacre ef al. im SW480-Xenograft-
Mausmodell nach der PDT mit dem Siliziumphthalocyanin Pc4 eine nahezu vollstdndige Ablation
der implantierten Kolonkarzinome nachweisen (29). Des Weiteren wurden in der Arbeit von Lo
et al ICso-Werte im submikromolaren Bereich nach PDT mit verschiedenen
Siliziumphthalocyanin-Derivaten innerhalb des HepG2-Leberkarzinomzellmodells ermittelt (42).
Die unterschiedliche Sensibilitit der beiden Cholangiokarzinomzelllinien bei der PDT mit Pc32
und ZnPc ist insofern interessant, da es bekréftigt, dass innerhalb der molekularen
Wirkungsmechanismen der Phthalocyanin-basierten PDT zellspezifische Unterschiede bestehen,
die fiir ein mafigeblich verschiedenes Therapieoutcome verantwortlich sein konnen. Da die Pc32-
PDT jedoch nur in einer von zwei Cholangiokarzinomzelllinien eine nachhaltige
Wachstumsinhibition erzielen konnte, scheint zumindest ein nicht an die spezifischen
Tumorzellcharakteristika angepasster Einsatz des Photosensibilisators innerhalb der PDT des

Cholangiokarzinoms auszuscheiden.
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Hervorrufen direkter zvtotoxischer Effekte durch die PDT mit ZnPc und Pc32

Der PDT-induzierte Zelltod wird durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) induziert und fiihrt zum
Absterben der Tumorzellen durch Apoptose und/oder Nekrose (31). Mithilfe der
Zytotoxizititsmessungen (LDH-Release Assay) konnte in den Cholangiokarzinomzelllinien
sowohl fiir die Pc32- als auch ZnPc-PDT ein zeit- und dosisabhéngiger, direkt zytotoxischer
Effekt nachgewiesen werden (1-6 h nach PDT) (siehe Kap. 4.4.). In Ubereinstimmung mit Challa
und Chan kann die PDT-induzierte LDH-Ausschiittung als Zeichen einer primédren Nekrose durch
Storung der zelluldren Membranintegritit interpretiert werden (43). Die Zytotoxizititsergebnisse
stehen damit im Einklang mit Hodgkinson et al. sowie Manoto ef al., die in ihren Arbeiten eine
konzentrationsabhdngige LDH-Freisetzung nach der PDT mit ZnPcSmix, einem Gemisch aus
sulfonierten ZnPc-Derivaten, in HeLa Zervixkarzinomzellen, A549 Lungenkarzinomzellen und
DLD-1 Kolonkarzinomzellen zeigen konnten (44,45). Im Gegensatz dazu offenbarte sich in in
T98G Glioblastomzellen nach PDT mit unsubstituiertem ZnPc in der Arbeit von Velazques et al.
keine Induktion eines nekrotischen Zelltods, sondern ausschlieBlich Apoptose (39). Der
zytotoxische Effekt der PDT mit Pc32 als Photosensibilisator war im Vergleich zur ZnPc-PDT
jedoch deutlich schwicher ausgeprigt (siehe Kap. 4.4.). Dieses Ergebnis passt zu jenen
Resultaten, in denen die Effekte der beiden Photosensibilisatoren miteinander verglichen wurden.
Auch bei der Aufnahme in die Tumorzellen, der Induktion von ROS, sowie der antiproliferativen
Potenz zeigte sich eine stets schwichere Wirksamkeit von Pc32 im Vergleich zu ZnPc. Die
Ergebnisse fiir Pc32 stehen allerdings im Gegensatz zu Forschungsergebnissen anderer Gruppen
(3,22,37). Biiylikeksi et al. beurteilen Silizium-Phthalocyanine aufgrund ihrer photochemischen
und -physikalischen Eigenschaften als die tauglichsten Metallophthalocyanine fiir die PDT-
Anwendung. Sie konnten im Zuge ihrer Arbeit {iber die Synthese und die photochemische- und
physikalische Charakterisierung von Pc32 eine starke Entstehung von hochreaktivem
Singulettsauerstoff (!02) nach Bestrahlung mittels Fluoreszenznachweis {iber 1,3-
diphenylisobenzofuran (DPBF) beobachten. Die Ausmal der 'O, Bildung lag mit einer
Singulettsauerstoff-Quantenausbeute (®A) von ®A=0,61 in etwa im Bereich von dem in dieser
Arbeit eingesetzten ZnPc mit ®A=0,64 in den DPBF-Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe
(19,21). Diese vielversprechenden Ergebnisse beziiglich der vorteilhaften photophysikalischen-
und chemischen Eigenschaften von Pc32 konnten in den durchgefiihrten in vitro-Uberpriifungen

anhand des Cholangiokarzinom-Zellmodells jedoch nicht bestétigt werden.
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Induktion von Apoptose in Cholangio- und Osophaguskarzinomzellen durch die PDT mit ZnPc

Neben PDT-induzierter Nekrose ist bekannt, dass auch die inflammationsfreie geordnete
Eliminierung der Tumorzellen durch PDT-induzierte Apoptose eine wichtige Rolle bei der
antitumoralen Wirkung dieser Behandlungsmethode spielt. In der vorliegenden Studie wurden
deshalb apoptotische Effekte im Rahmen der ZnPc-PDT von Cholangio- und
Osophaguskarzinomzellen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass ZnPc die
intrinsische/mitochondriale Apoptose mit korrespondierenden Expressionsverdnderungen der
regulatorischen Proteine Bax und Bcl-2 in Osophagus- und Cholangiokarzinomzellen induziert.
Es konnte eine konzentrationsabhéngige Expressionssteigerung des proapoptotischen Proteins
Bax bei gleichzeitig verringerter Expression des antiapoptotisch wirkenden Proteins Bcel-2 gezeigt
werden. Weiterhin kam es zu einem konsekutiven Anstieg der Caspase-3-Aktivitit (Kap. 4.5.)
(30). Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnten morphologische Verdnderungen in Form der
charakteristischen Apoptosekdrper (englisch: apoptotic bodies) in Osophaguskarzinomzellen
gezeigt werden. Zudem wurde der konzentrationsabhingige Anstieg von sich in der
apoptosespezifischen sub-Gi-Phase befindlichen Zellen nachgewiesen (siehe Kap. 4.5.) (28,30).
Dies steht in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten, die sich mit den Zelltodmechanismen der
phthalocyanin-basierten PDT bei verschiedenen Tumorentititen beschéftig haben, wie Mfou-
Tynga und Abrahamse in ihrer Ubersichtsarbeit {iber die Phthalocyanin-PDT vermittelten
Zelltodmechanismen verdeutlichen (30). So konnten Fabris et al. zeigen, dass je nach ZnPc-
Derivat, das dem dieser Arbeit dhnelt, entweder Nekrose (2 h Inkubationsperiode) oder Apoptose
(24 h Inkubationsperiode) als hauptsidchlicher Zelltodmechanismus ausgelost wird (31). Die Art
des induzierten Zelltods kann fiir das tumorspezifische PDT-Protokoll entscheidend sein. Ein
vorwiegend nekrotischer Zelltod konnte laut Fabris er al. bei der Behandlung infiltrierender
und/oder metastasierender Tumoren von Vorteil sein, da durch die ausgeloste
Inflammationsreaktion eine systemische Immunantwort induziert wird und die PDT so zusétzlich
iiber die Aktivierung korpereigener antitumoraler Mechanismen wirkt (31). Ein hauptsédchlich
apoptotischer und damit entziindungsfreier Zelltod konnte giinstig sein, wenn es sich um eine in
situ-Raumforderung handelt, bei der Phagozyten einen schlechten Zugang zum Gewebe haben
oder aber wenn ein rasches Tumorwachstum die schnelle Beseitigung einer Obstruktion notwendig
macht (3,11,31). In Bezug auf die ZnPc-PDT konnte in dieser Arbeit neben der effektiven

Reduktion der Zellzahl und des Tumorvolumens sowohl ein direkter, zytotoxischer Effekt als auch
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ein starker apoptotischer Effekt bei einer Inkubationsperiode von 24 h nachgewiesen werden.
Diese Resultate stehen zudem im Einklang mit den Ergebnissen weiterer Arbeiten mit
verschiedenen ZnPc-Derivaten und Zelllinien. Valli et al. konnten etwa die Induktion von direkter
Zytotoxizitdt und zusétzlicher Einleitung von intrinsischer Apoptose, angezeigt durch eine
Abnahme der Bcl-2-Expression bei gleichbleibender Bax-Expression und Caspase-3-Aktivierung,
nach PDT mit einem dhnlichen ZnPc-Derivat in Melanomzellen nachweisen (46). Shao et al.
konnten zudem ein gleichzeitiges Nebeneinander von apoptotischen und nekrotischen Prozessen
nach der ZnPc-PDT von HepG2-Zellen zeigen, was den Ergebnissen dieser Arbeit entspricht (34).
Das Cholangiokarzinom wird in den meisten Féllen erst in einem Stadium nachgewiesen, in dem
es durch tumorbedingten Obstruktion der Gallenwege zur Cholestase kommt (7). Die damit
verbundenen Komplikationen, wie Cholangitis, Sepsis und Leberversagen stellen die
Haupttodesursachen der Cholangiokarzinom-Patienten dar (6). Auch bei dem Osophaguskarzinom
besteht eine Hauptindikation der PDT in der Reduktion von Obstruktionen der Speiserdhre durch
fortgeschrittene Tumoren, welche unter anderem zur Dysphagie fiihren (10,13). In beiden Fillen
ist die schnelle und nachhaltige Befreiung von der Obstruktion, jedoch auch ein langfristiger und
nicht zur iiberschieenden Entziindungsreaktion fiihrender antitumoraler Effekt entscheidend. Da
die PDT mit ZnPc sowohl die Induktion des nekrotischen, als auch des apoptotischen Zelltods
bewirken konnte, spricht dies fiir das Potenzial, zum einen obstruktive Prozesse aufzulésen und
zum anderen die Aktivierung des Immunsystems bewirken zu kdnnen. Die nekroseinduzierte
Immunaktivierung kann dabei gerade im Hinblick auf die palliative Behandlungssituation der
meisten Patienten mit fortgeschrittenen und eventuell bereits metastasierten cholangiozelluldren

oder 6sophagealen Tumoren von Vorteil sein (6).

Unterschiedliche ZnPc-PDT vermittelte Zellzyklusarreste in Cholangiokarzinomzellen

Ein weiterer entziindungsfreier Weg, die Tumorproliferation zu unterdriicken, besteht in der
Inhibition des Zellzyklus. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zellzyklusarrest in beiden
Cholangiokarzinomzelllinien nach ZnPc-PDT beobachtet. EGI-1 Zellen zeigten dabei einen Arrest
in der Go/Gi-Phase und eine korrespondierende Expressionsverminderung des
Zellzykluspromotors Cyclin D1. TFK-1 Zellen reagierten hingegen mit einem G2/M-Phasenarrest
und gleichzeitiger Expressionsreduktion von Cyclin Bl (siehe Kap. 4.6.). In einer vorherigen
Arbeit konnte bereits ein Zellzyklusarrest der plattenepithelialen Osophaguskarzinomzelllinie
Kyse-70 in der Go/Gi-Phase mit korrespondierender Expressionsreduktion von Cyclin D1

nachgewiesen werden (20). Auch in anderen Arbeiten mit verschiedenen Zelllinien bewirkte die
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PDT mit ZnPc-Derivaten Zellzyklusarretierungen in verschiedenen Phasen. Konkordant zu TFK-
1 Zellen konnten Shao et al. einen G2/M-Phasenarrest in HepG2 Leberkarzinomzellen nachweisen
(34). B16F0-Melanomzellen zeigten in der Studie von Valli et al. einen Zyklusarrest in der Go/G1-
Phase, so wie bei EGI-1 Zellen (46). Das Hamatoporphyrinderivat Photofrin® bewirkte in der
Arbeit von Crescenzi ef al. im Unterschied dazu einen S-Phasenarrest in H1299 Zellen eines nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms (47). Ein dem entsprechendes G2/M-Phasenarrest von TFK-1
Zellen entsprechendes Ergebnis konnten Park et al. in YGIC-6B Cholangiokarzinomzellen nach
der PDT mit Verteporfin zeigen (48). Neben den Unterschieden in der Art des Zellzyklusarrests
zeigte sich bei den weniger differenzierten EGI-1 Zellen ein insgesamt starkerer antiproliferativer
Effekt, eine stirkere zytotoxische Wirkung und Apoptoseinduktion durch die ZnPc-PDT im
Vergleich zu TFK-1 Zellen. Auch innerhalb der 6sophagealen Zellmodelle ergaben sich
entitdtsspezifische Unterschiede in Bezug auf den Effekt der ZnPc-PDT. Die plattenepithelialen
Kyse-140 Zellen zeigten ein sensibleres Ansprechen im Vergleich zu OE-33 Zellen, welche ein
aus dem Barrett-Osophagus entstandenes Adenokarzinom darstellen. Griinde kénnten in einer
unterschiedlichen Expression und Mutation von regulatorischen Proteinen beziehungsweise
Protoonkogenen liegen. Unterschiede der beiden Cholangiokarzinomzelllinien ergeben sich neben
einer aktivierenden Mutation von k-RAS in EGI-1 Zellen etwa in der mutationsbedingten
Uberexpression des Tumorsuppressors p53, die in TFK-1 Zellen nicht zu finden ist (41,49). Im
Zuge einer Mutation des EGFR- und MAP-Kinase-Signalweg assoziierten Protoonkogens k-RAS
kommt es zu einer unkontrollierten Zellteilung und Proliferation der Krebszellen (41). p53 ist
bekannt als eines der zentralen Regulationsproteine der Apoptose und des Zellzyklus, wobei es
auf Zellstress und DNA-Schiden reagiert (49). Dabei kontrolliert p53 beispielsweise die
Transition von der Gi- zur S-Phase und kann bei Schiadigung der zelluliren DNA einen
Zellzyklusarrest in der Gi-Phase einleiten (49). Dies deutet darauf hin, dass die ZnPc-PDT im
Kontext der genetischen Aberrationen unterschiedliche Mechanismen auf subzelluldrer Ebene
anspricht. Im klinischen Setting erscheint es somit erfolgsentscheidend, eine individuelle und
tumorspezifische Therapie anzustreben. Auch fiir die Kombinationstherapie mit anderen
Tumortherapeutika, wie beispielsweise der Hemmung des EGFR-Pathways mittels Cetuximab als
Unterstiitzung der PDT ist dieser Aspekt erheblich (3,41). Zudem sollte in zukiinftigen Studien
Wert auf eine vertiefte Untersuchung der Rolle der genetischen Aberrationen, sowie des EGFR-
und p53-Status oder der Mutation von wichtigen Protoonkogenen wie k-RAS in Beziehung mit

der Wirkungsweise der ZnPc-PDT gelegt werden.
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Die Zellzyklusergebnisse sind auch fiir weitere Kombinationsansidtze von Bedeutung, weil sich
wichtige Ableitungen beziiglich geeigneter, zellzyklusspezifisch wirkender Kombinationspartner
aus dem Bereich der Radio- und Chemotherapie ergeben (3,48). So konnen Zytostatika wie
beispielsweise Gemcitabin in der Go/Gi-Phase des Zellzyklus wirken und bieten sich daher als
Kombinationspartner bei Cholangiokarzinomen an, bei denen die ZnPc-PDT (wie bei den EGI-1
Zellen) zu einem Go/Gi-Phasenarrest fiihrt (47). Ein moglicher chemotherapeutischer
Kombinationspartner fiir TFK-1 Zellen konnte zum Beispiel in Paclitaxel bestehen, wie Park et al.
bei der Verteporfin-PDT der gallengangskarzinomatosen Zelllinie YGIC-6B aufzeigen konnten
(48). Hingegen ist die Effektivitdt einer Radiotherapie von einem Gi/S-Phasenarrrest abhédngig,
denn es konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen, die sich zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der
G2/M-Phase des Zellzyklus befinden, um das bis zu 3-fache sensitiver auf ionisierende Strahlung
reagieren (50). So konnte die Kombination aus Radiotherapie und ZnPc-PDT bei jenen
Cholangiokarzinomen eine vielversprechende Variante darstellen, bei denen - dhnlich den TFK-1
Zellen - eine Arretierung in der Go/M-Phase durch die ZnPc-PDT induziert wird. Durch
synergistische Effekte der kombinierten Therapien kann es zum Einsatz von geringeren Dosen

kommen, wodurch das Auftreten von Nebenwirkungen reduziert wird.

ZnPc-PDT induzierte antiangiogene Effekte und Hemmung der Neoangiogenese

Neben der spezifischen antineoplastischen Wirkung der PDT auf den Tumor kann ein Ansatz auch
in der Unterbindung der O>- und Nihrstoffversorgung durch Zerstérung der tumorversorgenden
Gefidfle bestehen (51). Der Einfluss der ZnPc- und Pc32-PDT auf die GefaBistruktur und
Neoangiogenese wurde mittels CAM-Assay untersucht. Die ZnPc-PDT fiihrte dabei zu einer
Zerstorung der bestehenden Blutgefdfe. Es kam nicht zu einer Ausbildung regenerativer Gefille
bis zu einem Beobachtungszeitpunkt von 72 h nach ZnPc-PDT. Dies spricht fiir die effektive
Zerstorung des GefaBBbetts und die nachhaltige Unterdriickung der Neoangiogenese durch die
ZnPc-PDT (Kap. 4.8.). Im Gegensatz dazu zeigte die PDT mit Pc32 keinen antiangiogenen Effekt,
was konkordant zu den {ibrigen Ergebnissen beziiglich der Wirksamkeit von Pc32 ist.

Eine antiangiogene Wirkung ist auch im Zuge der PDT mit anderen Photosensibilisatoren, wie
etwa Verteporfin bekannt. Die Zerstorung des GefaBbetts durch die Verteporfin-PDT wird so zum
Beispiel in der Behandlung der exsudativen Makuladegeneration eingesetzt (15). Nach der
Zerstorung der GefidBle kann es dabei jedoch ldngerfristig zur hypoxiegetriebenen Regeneration

und Neoangiogenese der Gefille kommen (15,26). Nowak-Sliwinska et al. beobachteten nach
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anfianglicher Gefdllschdadigung der CAM durch die PDT mit Verteporfin eine solche
hypoxieabhingige Ausbildung eines neuen regenerativen Gefa3betts, welche zum Zeitpunkt von
48 h nach PDT abgeschlossen war (26). Im Gegensatz dazu zeigte die ZnPc-PDT keine solche
Regeneration bis zu einem Zeitpunkt von 72 h, was das Potenzial des Photosensibilisators
verdeutlicht, neben der direkten Beeinflussung des Tumorwachstums, auch dessen
Mikroumgebung in Form eines nachhaltigen und effektiven antivaskuldren Effekts zu

beeinflussen.

FEinsatz der Methoden und Limitationen

Die Evaluierung der beiden Photosensibilisatoren anhand der verschiedenen immortalisierten
Zelllinien erfolgte mithilfe von etablierten Labormethoden. Zundchst konnte das
Aufnahmeverhalten der Photosensibilisatoren mittels Laserscanning Konfokalmikroskopie
ermittelt werden. Dabei konnte die generelle zytoplasmatische Akkumulation der Verbindungen
in den Zellen gezeigt werden. Eine préferentielle Lokalisation der Photosensibilsatoren in
bestimmten Zellkompartimenten/Organellen sowie unmittelbare Riickschliisse auf die Kinetik der
Aufnahme konnten dabei nicht erfasst werden. Dies konnte Gegenstand zukiinftiger in vitro-
Untersuchungen sein. Mittelbar konnten jedoch durch die Kristallviolett-Untersuchungen
Riickschliisse liber den Zusammenhang zwischen Inkubationszeit des Photosensibilisators und
PDT-Effekt abgeleitet werden. Mittels Kristallviolett-Messung wurde eine zeit- und
konzentrationsabhédngige Proliferationsinhibition gezeigt, welche durch iCELLigence Echtzeit-
Zellanalyse bestitigt werden konnte. Anhand der Daten erfolgte die Abschitzung der ICso-Werte
mittels nichtlinearer Regressionsanalyse. Die Proliferationsergebnisse konnten zudem im Rahmen
erster in vivo-Versuche anhand von CAM-Assays (antitumorale Effekte) und Wistar-Ratten
(Biotolerabilidt) bestitigt werden. Um die Effektivitit der ZnPc-PDT auch im komplexen
Organismus zu beurteilen, sollte in zukiinftigen Studien eine Evaluation der antitumoralen Effekte

im Ratten- oder Mausmodell stattfinden.

Die Ermittlung der durch die PDT eingeleiteten Zelltodmechanismen erfolgte mittels
verschiedener etablierter experimenteller Methoden. Dabei wurde die Einleitung mitochondrialer
Apoptose durch fluorometrisch bestimmte Caspase-3-Aktivierung und durchflusszytometrische
Propidiumiodidmessungen herausgearbeitet, die einen Anstieg der apoptosespezifischen sub-Gi-
Phasenpopulation ergaben. Weiterhin wurde durch Western-Blot-Analysen die Regulation

mitochondrialer Apoptoseproteine erbracht und die Bildung von Apoptosekdrperchen im
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fluoreszenzmikroskopischen LIVE/DEAD-Assay erfasst. Um Interferenzen zu vermeiden, wurde
bei den fluoreszenzbasierten Methoden darauf geachtet, dass keine Anregungswellenldngen im

Exzitationsbereich von ZnPc verwendet werden.

Mittels LDH-Assays wurden direkte zytotoxische Effekte der Photosensibilisatoren auf die Zellen
evaluiert, um nekrotische Effekte der PDT mit den neuen Photosensibilisatoren zu erfassen. Jedoch
lassen die Methoden untereinander keine proportionale Zuordnung zu, welcher Anteil der
Reduktion der Zellzahl auf einem apoptotischen bzw. nekrotischen Zelltodmechanismus basiert.
Dementsprechend konnte in zukiinftigen Arbeiten mittels Annexin-V/Propidiumiodidfarbung eine
vergleichende Evaluation des iiberwiegenden Zelltodmechanismus stattfinden. Mithilfe des
fluoreszenzmikroskopischen ROS-Assays konnte eine zu den iibrigen Ergebnissen passende
Entstehung von ROS in verschiedenen subzelluldren Lokalisationen gezeigt werden. Fiir
zukiinftige Studien wire es interessant herauszufinden, welchen Effekt verschiedene
Konzentrationen, Inkubationszeiten und Belichtungsintensititen auf die Hohe der ROS-
Entstehung haben und wie dieser im Vergleich anderer Photosensibilisatoren in verschiedenen

Zellen ausfillt.

Mithilfe von propidiumiodid-basierter FACS-Analyse wurden die unterschiedlichen
Zellzyklusphasenverteilungen in den Zellpopulationen nach Behandlung gemessen, wobei
verschiedene Phasenarreste ermittelt wurden. Die Ergebnisse konnten durch korrespondierende
Expressionsidnderungen der entsprechenden Zellzykluspromotoren mittels Western Blot-Analyse
gestiitzt werden. Antiangiogene Effekte der ZnPc-PDT wurden qualitativ mittels CAM-Assay
ermittelt. Diese Ergebnisse geben einen Ausblick auf die Verdnderung der GefaBarchitektur im
PDT-Behandlungsbereich. Dabei ergibt sich fiir zukiinftige Arbeiten Bedarf, die beobachteten
Effekte zu quantifizieren und die zugrundeliegenden molekularbiologischen Mechanismen
aufzudecken. Zudem sollten die antiangiogenen Effekte mit zusitzlich auf die CAM implantierten

Tumoren evaluiert und mit den bisher erhobenen Ergebnissen verglichen werden.

Limitationen dieser Arbeit ergeben sich weiterhin daraus, dass es sich um eine vorwiegend
Zellkultur-basierte, explorative Studie handelt. Die eingesetzten Zelllinien bestehen aus
immortalisierten, genetisch stabilen Zellen aus jeweils einem spezifischen Individuum und wurden
zudem unter gleichen Bedingungen kultiviert. Der geringe Umfang an individuellen Storfaktoren
und die Homogenitdt der einzelnen Zellmodelle erlaubt die Erhebung von Ergebnissen mit hoher

interner Validitét bei Einsatz verhdltnisméBig niedrigen Versuchswiederholungen. Dabei konnen
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grundsdtzliche molekularbiologische Mechanismen und Effekte der Behandlung im
zelllinienspezifischen Modellversuch beleuchtet werden und fiir die klinische Anwendung
zukunftsweisende tumorphysiologische Erkenntnisse gewonnen werden. Trotzdem ist in dieser
explorativen Arbeit, mit mindestens drei durchgefiihrten Versuchswiederholungen, nur ein
Aufzeigen von Tendenzen mdglich. Diese miissen in weiterfiihrenden Studien iiberpriift und
gegebenenfalls genauer quantifiziert werden. AuBlerdem sind die in vitro-Ergebnisse nur
eingeschrinkt auf einen komplexen tierischen oder menschlichen Organismus {ibertragbar.
Dennoch kann eine solche explorative Forschungsarbeit den Grundstein fiir die weiterfithrende
Optimierung der photodynamischen Tumortherapie von gastrointestinalen Tumoren wie dem
Cholangio- oder Osophaguskarzinom legen. Sie kann sogar als Voraussetzung fiir die weitere
Untersuchung experimenteller Tumortherapien und -therapeutika, wie die PDT, angesehen
werden. Mithilfe der gewonnenen in vitro-Daten konnen fiir zukiinftige, weiterfiihremde in vivo-
Versuche beispielsweise die notigen Effektstdrken abgeschétzt werden, was eine a priori-

Poweranalyse und damit sinnvolle tierexperimentelle Versuchsplanung ermoglicht.
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6. Conclusio

In der vorliegenden Arbeit konnte das auBerordentliche Potenzial des Zink-substituierten
Metallophthalocyanins ZnPc als neuer Photosensibilisator fiir die photodynamische Therapie von
Cholangio- und Osophaguskarzinomen in vitro und in ersten in vivo-Versuchen ermittelt werden.
Dabei zeigte sich neben einem ROS-vermittelten direkten zytotoxischen Effekt die Induktion von
mitochondrialer/intrinsischer Apoptose, phasenspezifische Zellzyklusarresten sowie eine effektive
Wachstumsinhibition durch die ZnPc-PDT. Zudem offenbarte sich im Anschluss an die PDT mit
ZnPc ein nachhaltiger antiangiogener Effekt mit einer Hemmung der Neoangiogenese. Sein
vorteilhaftes Wirkungsprofil macht ZnPc damit zu einem ausgesprochen vielversprechenden

Photosensibilisator fiir die PDT des Osophagus- und Cholangiokarzinom.

Die PDT mit Pc32 bewirkte innerhalb des untersuchten Cholangiokarzinom-Zellmodells nur in
EGI-1 Zellen eine effektive Wachstumsinhibition, welche jedoch im Vergleich zur ZnPc-PDT nur
bei hoheren Konzentrationen erreicht werden konnte. AuBerdem offenbarte sich eine
vergleichsweise schwéchere Aufnahme, eine weniger prominente Entstehung von ROS und eine
geringer ausgeprigte direkte Zytotoxizitdt nach der PDT mit Pc32. Dariliber hinaus wurde kein
nennenswerter antiangiogener Effekt beobachtet. Demnach stellt Pc32 keinen geeigneten

Kandidaten fiir die PDT des Cholangiokarzinoms dar.

Zukiinftige Untersuchungen konnten sich auf eine mdgliche synergistische Kombination der
ZnPc-PDT mit klinisch relevanten Tumortherapien wie beispielsweise der Chemo- und
Radiotherapie oder Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Cetuximab fokussieren. Aus den Resultaten
dieser Arbeit ergibt sich zudem die Notwendigkeit der Erforschung von tumorzellspezifischen
Behandlungsprotokollen. Zudem sollte ein Fokus auf die Wirkmechanismen der ZnPc-PDT vor
dem Hintergrund der individuellen genetischen Eigenschaften und Aberrationen der Tumorzellen
gelegt werden. Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse in Bezug auf ZnPc erscheint es
aullerdem sinnvoll, weitere in vivo-Untersuchungen beziiglich des antitumoralen Effekts, aber
auch mdglicher Nebenwirkungen unter der photodynamischen Therapie in Tiermodellen

durchzufiihren.
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