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1 Einleitung

1.1 Einsatz der 5-Aminolivulinsiure in der Photodynamischen Diagnostik

und Therapie

Die photodynamische Diagnostik und die photodynamische Therapie sind zwei
klinisch relativ neue Verfahren, die sich die vermehrte Anreicherung von fluores-
zierenden Stoffen in malignen und nicht malignen Geweben zunutze machen.
Durch nachfolgende Lichteinwirkung und damit verbundene chemische Wechsel-
wirkungen der photosensiblen Substanzen konnen Tumore detektiert (photodyna-
mische Diagnostik PDD) oder nahezu selektiv behandelt werden (photodynami-

sche Therapie PDT).

1.1.1 Historischer Riickblick und Klinischer Einsatz von PDD und PDT

Oscar Raab und Herman von Tappeiner waren anfang des 20. Jahrhunderts die
ersten Wissenschaftler, die das Wirkungsprinzip der PDT entdeckten, es jedoch
noch nicht erkldren konnten (Raab, 1900; von Tappeiner, 1900). Raab befasste
sich damals mit der Toxizitdt von Acridinfarbstoffen an Infusorien, als er zufillig
herausfand, dass Acridin und Licht in Kombination zu einer letalen Wirkung an
Pantoffeltierchen fiihrte.

Erste klinische Untersuchungen zur Tumorlokalisation durch Himatoporphyrin-
Derivate (HpD) (Lipson und Baldes, 1960) lduteten 1960 das Zeitalter der PDD
und PDT ein. 1975 konnte im Tierversuch die erste erfolgreiche Tumorheilung
mittels PDT gezeigt werden (Dougherty et al., 1975). Bei der photosensiblen Sub-
stanz handelte es sich um HpD. Ankniipfend an diese Erfolge wurden 1976 die
ersten Studien der PDT am Menschen unter Einsatz von HpD durchgefiihrt (Kelly
und Snell, 1976). Die PDT wurde hierbei zur Behandlung von Blasenkrebs einge-

setzt.



Aufgrund der bedeutenden Nebenwirkungen von HpD und anderen Photosensibi-
latoren, wurde nach besser vertriglichen Substanzen fiir die PDD und PDT
gesucht. Zu den bedeutsamsten Nebenwirkungen zihlte die lang andauernde
Photosensibilisierung der Haut, da die photosensiblen Substanzen lange Halb-
wertszeiten besallen und in der Haut akkumulierten. Das Risiko fiir gravierende
phototoxische Hautschdden war fiir Wochen, mitunter sogar fiir Monate erhoht.
Eine dieser neueren alternativen Photosensibilatoren in der PDD und PDT ist die
5-Aminolédvulinsdure (5-ALA), eine Vorstufe des Hims in der Hambiosynthese.
5-ALA ist hierbei nicht unmittelbar die photosensitive Substanz, sondern eine
Vorstufe von Protoporphyrin IX (PPIX), welches eine hohe photodynamische
Wirksamkeit besitzt. Die Metabolisierung von 5-ALA zu PPIX erfolgt endogen
(s. 1.2.1).

Kennedy et al. begannen 1990 die ersten klinischen Studien zur PDT mit 5-ALA
an Patienten mit Basalzellkarzinomen der Haut (Kennedy et al., 1990). Sie konn-
ten zeigen, dass 90% der durch topische 5-ALA-Applikation und anschlieender
Beleuchtung behandelten Basalzellkarzinome 2-3 Monate nach der Therapie eine
vollstandige Remission aufweisen. Die umliegende gesunde Haut zeigte keine
bedeutsamen Photosensibilisierungen bzw. phototoxischen Reaktionen.

Der heutige experimentelle und klinische Einsatz von 5-ALA induziertem PPIX
zur PDD und PDT ist vielfdltig. In der Gastroenterologie werden beispielsweise
kleine Epitheldysplasien der Osophagusmucosa und der Barret-Osophagus mit
PDT behandelt (Barr et al., 1996; Gossner et al., 1998; Ackroyd et al., 2000). Des
Weiteren kommt die PDT zur Anwendung bei der Behandlung von oberflédchli-
chen Blasentumoren (Kriegmair et al., 1996; Waidelich et al., 2001), sowie expe-
rimentell im Tiermodell beim Prostatakarzinom (Zaak et al., 2004). Erkrankungen
der Haut, wie z.B. Basaliome, Spinaliome (Kennedy et al., 1990), Prikanzerosen
wie M. Bowen (Cairnduff et al., 1994) und aktinische Keratose (Fink-Puches et
al., 1997), wie auch Hand- und FuBBwarzen (Stender et al., 1999) sind ebenfalls
Anwendungsgebiete der PDT. Ein aktueller experimenteller Ansatz der PDT ver-

folgt die mogliche Priavention von Gefillrestenosen. Diese treten hdufig nach
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vorausgegangener interventioneller Therapie von Koronarstenosen mittels Bal-
londilatation oder Stenteinsatz auf (Nyamekye et al., 1995; Gabeler et al., 2002;
Pai et al., 2005).

Die PDD wird angewandt in der Lokalisation von Dysplasien und Tumoren der
Lunge (Baumgartner et al., 1996), des Gastrointestinaltraktes (Messmann, 2000),
bei der intraoperativen Lokalisation des Glioblastoma multiforme (Stummer et al.,
2000), sowie bei Harnblasentumoren (Kriegmair et al., 1994; Koenig et al., 1999).
Insbesondere bei Harnblasentumoren erweist sich die 5-ALA PDD als sehr effek-

tiv und kostengiinstig (Hungerhuber et al., 2007; Burger et al., 2007).

1.1.2 Funktions- und Wirkungsweise PDD und PDT

Bei der PDT wird ein Photosensitiser topisch oder systemisch appliziert und an-
schlieend wird die Zielregion mit langwelligem, meist rotem Licht beleuchtet.
Der Photosensitiser absorbiert einen Teil des Lichtes. Dieser Vorgang zieht 3 che-
mische Reaktionen nach sich, die nebeneinander ablaufen. Typ I und II Reaktio-
nen bendtigen O,, bei der Typ III Reaktion ist O, nicht involviert. Die zyto-
toxischen Effekte der PDT werden u.a. durch die 3 folgenden Reaktionsprodukte
hervorgerufen: bei Typ I Reaktionen bilden sich Superoxidradikale, bei Reaktio-
nen vom Typ II entsteht Singulett-Sauerstoff ('O,) und bei Typ III Reaktionen
reagieren vom Photosensitiser abgegebene Elektronen direkt mit Proteinen
(Laustriat, 1986). Das bei Typ II Reaktionen gebildete Singulett-Sauerstoff ist
hauptverantwortlich fiir die Zytotoxizitit der PDT (Weishaupt et al., 1976). Dem-
zufolge sprechen Gewebe mit niedrigen Sauerstoffkonzentrationen nur wenig auf
eine PDT an (Gomer und Razum, 1984). Die PDT zeigt vielfiltige Zellreaktionen
und besitzt viele zelluldre Angriffspunkte, welche abhédngig sind vom Zelltyp,
vom eingesetzten Photosensitiser, von der applizierten Dosis des Photosensitisers
sowie vielen weiteren Faktoren. Zu den Zellreaktionen zdhlen Apoptose (Agarwal
et al., 1991; Oleinick et al., 2002) und Nekrose (Zhou, 1989). Auf subzellulirer
Ebene lassen sich beispielsweise Schiden an der Zellmembran (Peng et al., 1996)

und den Mitochondrien (Kessel und Luo, 1998) beobachten. Des Weiteren kommt
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es bei der Behandlung von Tumoren unter Einsatz der PDT zum Zusammenbruch
der Tumorvaskularisation (Star et al., 1986; Reed et al., 1989).

Es konnte gezeigt werden, dass unter 5-ALA PDT am Cremaster Muskel der Ratte
der GefdBdurchmesser abnimmt und damit einhergehend der Blutfluss sinkt bzw.
die Mikrozirkulation abnimmt (Leveckis et al., 1995).

Bei der PDD wird ebenso wie bei der PDT die Tatsache ausgenutzt, dass sich Pho-
tosensitiser, z.B. 5-ALA induzierte Porphyrine, in neoplastischen, embryonalen
und sich regenerierenden, traumatisierten Zellen ansammeln (Auler und Banzer,
1942; Figge et al., 1948). Der Photosensitiser wird analog der PDT lokal oder
systemisch verabreicht und sammelt sich in den oben genannten Zellen anndhernd
selektiv an, da sie einen hohen Mitoseindex aufweisen. Im Anschluss an eine de-
terminierte Einwirkzeit wird die Region des vermutlichen Tumorwachstums mit
kurzwelligem blauem Licht bestrahlt. Dieser Lichtwellenbereich liegt im absolu-
ten Absorptionsmaximum der Porphyrine. Durch Absorption von Photonen kann
der Photosensitiser Energie freisetzen und diese auf Sauerstoff libertragen. Sauer-
stoff wird auf diesem Wege angeregt und in einen energetisch hoheren Zustand
iiberfiihrt. Beim Riickfall des Sauerstoffs auf das Ausgangsenergieniveau wird die
freiwerdende Energie, bei den Porphyrinen in Form einer charakteristischen Rot-
fluoreszenz, abgegeben. Dieses Fluoreszenzlicht wird ausgenutzt, um Tumore
zum einen zu detektieren und zum anderen die Tumorrdnder klarer vom gesunden

Gewebe abgrenzen zu konnen.

1.2 Eingesetzte lichtsensitive Substanzen
1.2.1 5-Aminolivulinsidure

Die 5-Aminoldvulinsdure (s. Abb. 1) entsteht im ersten Schritt bei der Synthese

des Porphyrinringes des Hims in der Himbiosynthese (s. Abb. 2).
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Abb. 1: Strukturformel von 5-ALA (aus Biochemie und Pathobiochemie, 2007)

Die Hambiosynthese findet in allen kernhaltigen Zellen statt, um mitochondriale
Cytochrome zu metabolisieren. Von wichtiger Bedeutung ist die Synthese des
Héams im blutbildenen Gewebe des Knochenmarks bei der Herstellung des Hé-
moglobins.

5-ALA selbst ist keine photoaktive Substanz, sondern muss erst zum wirksamen
Photosensitiser PPIX metabolisiert werden. Endogen entsteht 5-ALA im Mito-
chondrium durch Kondensation von Glycin, einer essentiellen Aminosdure, mit
Succinyl-CoA, ein Zwischenprodukt aus dem Citratzyklus. Die Reaktion wird
durch die 5-ALA-Synthase vermittelt. Aufgrund der kurzen HWZ der 5-ALA-
Synthase ist diese Reaktion der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Him-
und Porphyrinbiosynthese. Diese Schrittmacherreaktion unterliegt einer Feed-
back-Hemmung, die durch freies Him als Endprodukt der Himbiosynthese kon-
trolliert wird. Durch exogene Zufuhr von 5-ALA werden die 5-ALA-Synthase und
der Feedback-Kontrollmechanismus umgangen. Hierdurch kann das photoaktive
PPIX in den Zellen ungehindert synthetisiert werden und akkumulieren (Kennedy
und Pottier, 1992).

Die weiteren Syntheseschritte der Himbiosynthese finden zum einen im Cytosol
und zum anderen im Mitochondrium statt.

Nach Ubertritt ins Zytosol kondensieren 2 Molekiile 5-ALA durch das Enzym
5-ALA Dehydratase zu Porphobilinogen (PBG).
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Aus 4 PBG-Molekiilen katalysiert die PBG-Deaminase Tetraypyrrol. Dieses bleibt
am Enzym gebunden und zyklisiert mittels einer Co-Synthase zu Uroporphyrino-
gen III. Nachfolgend entsteht durch Decarboxylierung der Acetatseitenketten
Coproporphyrinogen III, welches ins Mitichondrium tiibertritt. Hier werden Dop-
pelbindungen in den Porphyrinring eingefiihrt und 2 Propionatseitenketten in Vi-
nylgruppen umgewandelt. Auf diesem Wege ist iiber die Zwischenstufe Proto-
porphyrinogen IX PPIX entstanden. Das Enzym Ferrochelatase vollendet die
Héambiosynthese und somit die Bildung von Him durch den Einbau von zweiwer-
tigem Eisen in PPIX.

Da in Tumorgewebe vermehrt PPIX aus 5-ALA synthetisiert wird, ist 5-ALA
heutzutage ein wertvoller Photosensitiser in der PDT und PDD (s.1.1.1).

Die tumorselektive Anreicherung von 5-ALA induziertem PPIX basiert auf meh-
reren Faktoren. Zu diesen zédhlen eine verminderte Ferrochelataseaktivitit (Dailey
und Smith, 1984; El-Sharabasy et al., 1992) bzw. ein relativer Ferrochelataseman-
gel (Van Hillegersberg et al., 1992) im Tumorgewebe, eine in malignen Geweben
erhohte Aktivitidt der PBG-Deaminase (Gibson et al., 1998) sowie eine erniedrigte
Konzentration von Eisen im Tumorgewebe (Rittenhouse-Diakun et al., 1995),
sodass Ham nicht synthetisiert werden kann und PPIX akkumuliert. Auf der zellu-
laren Ebene konnte gezeigt werden, dass bei vorausgegangener exogener 5-ALA
Zufuhr eine positive Korrelation zwischen synthetisierter Menge PPIX und der
Zellgrole verschiedener malignen Zellreihen besteht (Gibbs et al., 2006). Die Mi-
tochondrienanzahl maligner Zellen zeigte keine positive Korrelation mit der An-

zahl von 5-ALA induziertem PPIX.
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Glycin + Succinyl-CoA

5-Aminolavulinsédure e e Ham
Synthase l Feedback-Kontrolle @elatase + Fe2+
5-Aminolavulinsaure ’ Protoporphyrin IX
5-Amlr£)<)elivsilg§§ure 1 . . fProtoporphyrinogen
v Mitochondrium Oxidase

Porphobilinogen
Protoporphyrinogen 1X
A

Porphobilinogen Porphobilinogen Deaminase Coproporphyrinogen
Deaminase Uroporphyrinogen Il Cosynthase Oxidase
v ]
Uroporphyrinogen | Uroporphyrinogen |l ses———)  Coproporphyrinogen Il
Coproporphyrinogen | CVtOSO'

Uroporphyrin | ‘ ’ Coproporphyrin | ‘ Uroporphyrin 111 ’ Coproporphyrin Il

Abb. 2: Himbiosynthese
Die Reaktionsschritte bis zum Photosensitiser PPIX sind durch dicke Pfeile reprisentiert.

Die photoaktiven Vorstufen des Hims sind umrahmt (modifiziert nach Kennedy und Pot-

tier, 1992)

Ein weiterer Vorteil von 5-ALA gegeniiber anderen Photosensitisern wie HpD
beim Einsatz zu diagnostischen und therapeutischen Zwecken ist die kiirzere
HWZ von 5-ALA. Die Photosensibilisierungsdauer der systemisch, topisch oder
intradermal behandelten Zielbereiche betrdgt maximal 24 h. Innerhalb dieses Zeit-
raumes kann es durch Lichtexposition der behandelten Areale zu phototoxischen,
histaminvermittelten Reaktionen wie Juckreiz und Hautrétung oder einem leichten
Sonnenbrand kommen (Kennedy und Pottier, 1992).

Im gesunden Gewebe zeigt 5-ALA induziertes PPIX unterschiedliche Anreiche-
rungen. In der Mucosa von Hohlorganen akkumuliert PPIX schneller und in ei-
nem quantitativ groBeren Ausmalf} als in der Muscularis von Hohlorganen (Loh et
al., 1993). Hinter diesem Ungleichgewicht vermuteten Loh et al. eine weniger

effiziente 5-ALA Aufnahme in die Muskelzellen und infolgedessen eine
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langsamere Synthese von PPIX in der Muscularis.

In dieser Arbeit wurde sich mit der kombinierten Wirkung von 5-ALA, Bay K und
Licht am glatten Muskel befasst. Bisher konnte gezeigt werden, dass 5-ALA ohne
Licht beim Kaninchen zu einer reversiblen Abnahme der Spontanaktivitit an iso-
lierten Préaparaten des Duodenums und des Magenfundus fiihrt. In Abhéngigkeit
von der eingesetzten Dosis nehmen die Amplitude und die Frequenz der Muskel-
kontraktionen wie auch der Muskeltonus ab und die Erholungsphase nimmt zu
(Cutler et al., 1980 und 1990). Diese hemmenden Effekte konnen mit Tetrodoto-
xin, welches spannungsabhiingige Na'-Kanile blockiert, und o-Adrenozeptor-

Antagonisten, wie Prazosin und Phentolamin, reduziert werden.

1.2.2 (-) Bay K 8644

Das Dihydropyridinderivat Bay K 8644 entsteht durch minimale Modifikationen
am Nifedipin Molekiil (s. Abb. 3). Aufgrund eines asymmetrischen Kohlenstoft-
atoms kann Bay K in Form von (-) Enantiomeren oder (+) Enantiomeren vorlie-
gen. Schramm et al. konnten 1983 zeigen, dass das Racemat von Bay K am iso-
lierten Meerschweinchenherzen eine positiv inotrope Wirkung besitzt und an
isolierten Streifenpriparaten der Kaninchenaorta eine vasokonstringierende Reak-
tion auslost. Durch den Calcium-Antagonisten Nifedipin konnten beide Reaktio-
nen vollstindig antagonisiert werden. Ohne Effekt blieben hingegen a- oder B-
Rezeptorblocker. Die Ca®* agonistische Wirkung von Bay K 8644 wird iiber po-
tentialabhiingige Ca®* Kanile vermittelt (Thomas et al., 1985), indem der Ca**
Einstrom durch eine verlingerte Offnungszeit der Kanile gesteigert wird (Koku-

bun und Reuter, 1984).
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HaC

Nifedipin Bay K 8644

Abb. 3: Strukturformeln der Dihydropyridinderivate Nifedipin, ein Antagonist und Bay
K 8644, ein Agonist an spannungsabhiingigen L-Typ Ca’* Kandilen
Bay K 8644 besitzt ein asymmetrisches Kohlenstoffatom (*) und setzt unter Bestrahlung

NO aus der 3. Position des Pyridinringes frei (Kreismarkierung).

Franckowiak et al. betrachteten 1985 die Wirkungsweise der Bay K 8644 Enanti-
omere separat. Das (-) Enantiomer zeigte, wie das von Schramm verwendete Ra-
cemat, Ca”* agonistische Wirkungen. Das (+) Enantiomer hingegen loste Ca”*
antagonistische Effekte aus.

Eine weitere Eigenschaft von Bay K 8644 ist die induzierte Photorelaxation an
sonst lichtunempfindlicher glatter Muskulatur (Mikkelsen et al., 1985). Durch
Bestrahlung mit Tages- oder UV-Licht wird die Ca** agonistische Wirkung von
Bay K aufgehoben und das ansonsten lichtunempfindliche Muskelpriparat rela-
xiert. Nach Beendigung der Beleuchtung stellt sich das Ausgangsaktivititsniveau
wieder ein. Die Photorelaxation ist demzufolge reversibel. Dariiber hinaus ist die
Photorelaxation durch Bay K reproduzierbar und tritt auch dann noch in Erschei-
nung, wenn Bay K aus der Versuchsanordnung herausgewaschen wurde. Im Ver-
gleich mit der natiirlichen Photorelaxation an glatter Muskulatur der Kaninchen-
aorta (Furchgott et al., 1961) ist die Bay K induzierte Photorelaxation bedeutend

starker ausgepragt.
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Urséchlich fiir die Photorelaxation ist die durch Bestrahlung herbeigefiihrte Frei-
setzung von NO an 3. Position des Pyridinringes (s. Abb. 3) des Bay K-Molekiils
(Golenhofen et al., 1990). NO stimuliert die cytoplasmatische Guanylatcyclase,
was zu einer Zunahme des cGMP-Spiegels fiihrt. Durch sich anschlieende intra-

zellulare Signalkaskaden wird die Muskelrelaxation vermittelt.

1.3 Auswahl der glattmuskuliren Priparate und zentrale Fragestellung

Die in dieser Arbeit verwendeten glattmuskuldren Pridparate wurden zum einen
nach klinischen und zum anderen nach physiologischen Aspekten ausgewihlt.
Zu den klinischen Aspekten zidhlt der heutige Einsatz von 5-ALA zur PDD und
PDT von Tumoren in der Harnblase und im Gastrointestinaltrakt
(s. Abschn. 1.1.1).

Bei den physiologischen Aspekten sind die unterschiedlichen Ca** Aktivierungs-
prozesse bei der Muskelkontraktion zu nennen (s. Abschn. 3.1). Es wurde einer-
seits mit tonisch aktivierten Priparaten des Magenfundus gearbeitet und anderer-
seits mit liberwiegend phasisch aktivierten Muskelstreifen der Harnblase, der
Portalvene und des Magenantrums.

Das Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, welche motorischen Effekte sich am
glatten Muskel durch systematische Kombination der lichtsensitiven Substanzen
5-ALA und Bay K 8644 unter Beleuchtung erzielen lassen. Die Frage, ob Bay K
8644 die apoptotische Wirkung von 5-ALA verstérkt, galt es zu kldren. Aus die-
sem Untersuchungsansatz konnte sich demnach ein Benefit fiir die PDT ergeben,
da durch die Kombination mit Bay K Einsparungen des Photosensitisers 5-ALA
vorgenommen werden konnten. Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, ob
sich der intrazellulire Ca** Haushalt durch Beleuchtung der mit 5-ALA und
Bay K 8644 behandelten glatten Muskelstreifen verindert.
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2

2.1 Materialien

Material und Methoden

2.1.1 Losungen und getestete Substanzen

2.1.1.1 Préparierlosung

Fiir den Transport, die Reinigung und die Priparatur der Muskelstiicke wurde eine

Losung folgender Zusammensetzung verwendet (s. Tab.1). Die Priparierlosung

wurde vor jedem Versuch frisch zubereitet und im Kiihlschrank bei 4°C aufbe-

wabhrt.
Salz Konzentration Konzentration Anteil in ml Konzentration
Stammlosung Stammlosung fiir 11 Préparierlosung
in mM in g/l Priparierlosung in mM
NaCl 154 9 929 143
KCl1 154 11,5 38 5,9
CaClL+2H,0 110 15,9 33 3,6

Tab. 1: Priparierlosung

2.1.1.2 Physiologische Krebslosung

Als Néahrlosung der Muskelstreifen im Organbad diente eine modifizierte Krebs-

I6sung (s. Tab.2). Auch diese Losung wurde vor jedem Versuchstag frisch zube-

reitet und im Kihlschrank aufbewahrt.

Da Ca® im alkalischen Milieu ausfillt, erfolgte die Zugabe zur Krebslosung erst

nachdem diese mit Carbogen durchperlt wurde (Golenhofen, 1983). Das Carbo-

gen-Gasgemisch bestand aus 95% O, und 5% CO;,

Die Krebslosung ist der interstitiellen Fliissigkeit von Sdugetieren sehr dhnlich,

jedoch ist die Ca** Konzentration erhdht. Diese Erhohung verschafft einen Schutz

vor unvermeidbaren Préparierschiden und fiihrt zu einer besseren Funktionsfi-

higkeit der Priparate wihrend der Anpassungsphase im Organbad.
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Salz Konzentration Konzentration Anteil in ml fiir Konzentration
Stammlosung Stammlosung 11 Krebslosung Krebslosung
in mM in g/l in mM
NaCl 154 9 727 112
NaHCO™ 155 13 161 25
KH,PO4 154 21 7,8 1,2
KCl 154 11,5 30,5 4,7
MgCl,+6H,0 110 31,4 11 1,2
CaCl,+2H,0 110 15,9 22,7 2,5
Glucose 300 54 38,3 11,5

Tab. 2: modifizierte Krebslosung

Eine weitere Abweichung zur interstitiellen Fliissigkeit in vivo besteht im erhoh-
ten O;-Partialdruck der modifizierten Krebslosung. Die Erhohung von 50-100
mmHg O, in vivo auf 730 mmHg O, in der Krebslosung soll die Behinderung des
O,-Transportes in die Zellen durch den in vitro verldngerten Diffusionsweg des
O,'s rekompensieren (Golenhofen, 1983). Die verldngerte Diffusionsstrecke
kommt dadurch zu Stande, dass sich nur physikalisch gelostes O, im Organbad
befindet. Das an Hamoglobin chemisch gebundene O, der Erythrozyten, welches
in vivo der Hauptfaktor fiir die O,-Versorgung der Gewebe ist, ist in diesem Ver-
suchsaufbau von keinerlei Bedeutung, da in den kleinen Gefdllen der Préiparate
keine Perfusion stattfindet.

Die fiir die Losungen verwendeten Salze wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim),

Merck (Darmstadt) und Carl Roth GmbH (Karlsruhe) bezogen.

2.1.1.3 Testsubstanzen

Folgende Substanzen wurden getestet:

Acetylcholin (ACh, Sigma-Aldrich, Steinheim), als Agonist durch Ca** Freiset-
zung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR), (-) Bay K 8644 (Sigma-
Aldrich, Steinheim), als L-Typ Ca*" Kanal Agonist und Photorelaxator, sowie
5-Aminolédvulinsiure (5-ALA, Fagron GmbH & Co. KG, Barsbiittel).
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2.1.2  Versuchstiere und Priparation

Magen, Portalvene und Harnblase wurden von minnlichen Wistar-Ratten ent-
nommen und bis zur Feinpréparation in Prédparierschalen mit gekiihlter Priparier-

16sung aufbewahrt.

2.1.2.1 Magen

Fiir die Feinprédparation wurde der entnommene Magen in einer mit Priparierlo-
sung befiillten Priparierschale mit Nadeln fixiert. Zuerst wurde der Magen grob
von Fett und Bindegewebe unter Zuhilfenahme von Pinzette, Pinzettenschere und
mikroskopischer VergroBerung befreit. Anschliefend wurden die Muskelstreifen
longitudinal entlang der gro3en Kurvatur und zirkuldr oral des Pylorus abpripa-
riert. Die Schnittfithrung folgte somit dem Verlauf der longitudinalen Muskel-
schicht am Fundus und der zirkuldren Muskelschicht am Antrum.

Die so gewonnenen Muskelstreifen hatten ein Breite von ca. 2 mm und eine Lén-
ge von ca. 15 mm. Mit zwei Stecknadeln wurden die Enden der Priparate auf in-
situ Linge in der Priparierschale fixiert und mit Zwirnsfaden angeknotet, sodass
das Priparat spiter im Organbad an beiden Enden befestigt werden konnte. Bis
zur weiteren Verwendung wurden die Préaparate im Kiihlschrank bei 4°C in Prépa-

rierlosung aufbewahrt.

2.1.2.2 Portalvene

Die Préparation und Fixierung der Portalvene erfolgte analog derer des Magens.
Unterschiede bestanden darin, dass keine Muskelstreifen abpripariert wurden,
sondern das gesamte Gefdl lings halbiert und dann an beiden Enden angeknotet
wurde. AuBerdem wurde wesentlich mehr Fett und Bindegewebe entfernt.

Die GeféBstreifen hatten eine Breite von ca. 1 mm und eine Lange von ca. 20 mm.
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2.1.2.3 Harnblase

Die Feinprédparation der Harnblase gestaltete sich aufwendiger als beim Magen.
Zunichst wurde auch hier tiberschiissiges Fett und Bindegewebe entfernt. Bis auf
eine Verbindung am oberen Harnblasenpool wurde die Harnblase anschlieend
von distal nach proximal in 2 Hélften aufgeschnitten. Die beiden Hilften wurden
nun so aufgeklappt und mit Nadeln fixiert, dass die Mucosa nach oben zum Mik-
roskop gerichtet war und abpripariert werden konnte. Diese Schnitttechnik er-
leichterte die Trennung von Mucosa und Muscularis. Anschliefend wurden Mus-
kelstreifen mit einer Breite von ca. 2 mm und einer Linge von ca. 20 mm

zurechtgeschnitten. Im Weiteren wurde verfahren wie beim Magen.

2.2 Messung der mechanischen Aktivitit im Organbad
2.2.1 Organbad

Fiir die Messung der mechanischen Aktivitit wurden 4 Organbéder fiir je 2 Prépa-
rate verwendet. Jedes der 4 Organbidder folgte dem gleichen Aufbauschema
(s. Abb.4). Als Vorratsgefill und Organbad dienten zwei 40 ml fassende doppel-
wandige Glasgefiale. Diese wurden permanent mit Wasser umspiilt, welches von
der Wirmepumpe (Lauda M3, Lab Extreme, Kent City, USA) erwédrmt und trans-
portiert wurde. Somit konnte eine konstante Temperatur von 37°C im Vorratsge-
fiB und im Organbad gesichert werden. Uber einen Zulauf fiir frische Losung war
das Vorratsgefall mit dem Organbad verbunden. Der Ablauf alter Losung erfolgte
mittels einer Wasserstrahlpumpe. Die Begasung mit 95% O, und 5% CO, konnte
durch in die Glaswand eingeschmolzene Mikrofilter gewihrleistet werden. Je 2
Muskelpriparate wurden mit dem einen Fadenende an der Ose eines Glashalters
befestigt. Dieser wurde so ins Organbad gehingt, dass die Préaparate dicht iiber
dem Boden platziert werden konnten. Das andere Fadenende wurde am mechani-
schen Transducer (Swema SG4-90, Stockholm) befestigt. Dieser wandelt Langen-
dnderungen der Muskelstreifen in elektrische Signale um. Uber einen Messver-

starker (Hottinger Baldwin Messtechnik KWS 3073, Darmstadt) und einen
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Analog / Digitalwandler (Power Lab 16/30 ADInstruments) wurde der Transducer
mit dem Computer (HP Compaq dc5800 Microtower) verbunden. Zum Aufzeich-
nen und Analysieren der Daten wurde die Software LabChart ver.6.1.1 von

ADInstruments verwendet.

5% CO;
THERMOSTAT —
MECHANO- VERSTARKUNG
ELEKTRISCHE - UND
VORRATS - WANDLUNG |REGISTRIERUNG
GEFASS

MUSKELPRAPARAT

ORGANBAD
PHARMAKALOSUNG

— THERMOSTAT

. 95°%0;
5% €O,

Abb. 4 Aufbau des Organbades nach Golenhofen 1983
2.2.2 Beleuchtung

Zur Vermeidung eines systematischen Fehlers, der durch den Einfluss von Tages-
und Raumbeleuchtung zustande gekommen wire, wurden alle Versuche im abge-
dunkelten Labor durchgefiihrt. Eine Natriumspektrallampe (Na-10 Spektral, 15 W,
Osram) sorgte fiir das notige Licht bei der Versuchsdurchfiihrung. Das besondere
an der Natriumlampe ist, dass sie monochromatisches Licht emittiert und keinen
Einfluss auf den Muskeltonus der Préparate hat.

Die Beleuchtung wurde mit einer eigens fiir diese Versuche entworfenen Licht-

anlage durchgefiihrt. 4 Halogenlampen (DecoStar 41861 20 W, Osram) wurden im
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Abstand von ca. 1,5 cm vor den 4 Organbéddern an einer Stativapparatur ange-
bracht. Ein FuBkippschalter ermoglichte das exakte Ein- und Ausschalten des
Lichtes. Die Beleuchtungsstirke in Lux (Ix) konnte durch einen Beleuchtungs-
starkenregler (Schott, KL. 150 B, Mainz) eingestellt werden. Zur Eichung und
Kontrolle der Beleuchtungsintensitidt wurde mittels eines Photoelementes vor dem
Organbad die Beleuchtungsstirke bestimmt. Messungen vor dem Bad und Mes-
sungen innerhalb des Bades ergaben keine signifikanten Unterschiede, sodass

fortan nur vor dem Bad die Beleuchtungsstirke kontrolliert wurde.

2.2.3 Versuchsdurchfiihrung

Vor Versuchsbeginn wurden die Transducer mit einem Messinggewicht geeicht.
1g entspricht dabei einem Wert von 10 mN. AnschlieBend wurden die priparierten
Muskelstreifen ins Organbad gehédngt und in der Weise befestigt, wie unter Punkt
2.2.1 beschrieben. Die Muskelstreifen wurden mit der Priparierlosung fiir etwa 1
Stunde bei 37°C umspiilt, damit sie sich an die neue Umgebung akkomodieren
konnten. Nach dieser Anpassungsphase erfolgte ein Losungswechsel zu modifi-
zierter Krebslosung und eine Vordehnung der Préiparate auf ca. 2 mN.
AnschlieBend wurde als Kontroll- und Bezugsreaktion eine Acetylcholin-
Aktivierung in aufsteigenden Konzentrationen durchgefiihrt. Begonnen wurde mit
ACh 10 nM und dann wurde im Abstand von je 5 Minuten um eine Zehnerpotenz
kumulativ erhéht. Den Abschluss dieser Konzentrationstreppe bildete ACh 10 uM.
Dieser Wert wurde als Bezugspunkt der maximalen ACh-Reaktion bei der Aus-
wertung verwendet.

Im Anschluss an die Konzentrationstreppe wurde frische Krebslosung gegeben
und das Versuchsprogramm gestartet. Dieses folgte einem ausgearbeitetem Sche-
ma mit Substanzapplikationen zu festgesetzten Zeiten und 9 Beleuchtungsphasen

mit einer Dauer von je 8 Minuten bei einer Lichtintensitit von 8 kIx. (s. Abb. 5).
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ACh 1 uM + 5-ALA 0,1 mM
BayK 0,1 pM

I l BayK 1 uM
ACh 10 uM ACh 10 uM
r 3x 3x 3x l
. 8 kix. 8 kix. 8 klix. .
A W_ulen " " - Spiilen
8 min 8 min 8 min
5 min Zeit
180 min

Tonus

210 min

240 min

Abb. 5 Schema des Versuchsprogramms am Magenfundus

Zunachst wurden die Priparate mit ACh 1uM voraktiviert. Nachfolgend wurde
5-ALA in einer Konzentration von 0,1 mM oder 0,3 mM hinzugefiigt und fiir 120
Minuten zur Verstoffwechselung inkubiert. Wéhrend der Metabolisierung von
5-ALA wurde nach 10, 48 und 112 Minuten beleuchtet. AnschlieBend wurde (-)
Bay K 8644 in der Konzentration 0,1 uM gegeben und 3 x im Abstand von 10
Minuten beleuchtet. Dann wurde die Bay K Konzentration um 1 uM erhoht und
gleichfalls 3 x im Abstand von 10 Minuten beleuchtet. Zum Schluss wurde ge-

spiilt und die ACh Aktivierung getestet.

2.2.4 Auswertung der mechanischen Aktivitit

Zur Auswertung der Organbadversuche wurde die mechanische Aktivitét in % von
ACh max. beschrieben. ACh max. ist der Wert in mN, der zu Beginn der Versuche
bei ACh Aktivierung mit 10 uM fiir das jeweilige Préiparat, nach Subtraktion der

Vordehnung, ermittelt wurde.
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2.3 Messung der intrazelluliiren Ca>* Konzentrationen mit dem

Fluoreszenzmikroskop

2.3.1 Ca® Messsystem und Aufbau des Fluoreszenzmikroskops

Mit der Fura-2 Methode nach Grynkiewicz et al. wurden mit einem Fluoreszenz-
mikroskop die intrazelluldren Ca®* Verinderungen gemessen (Grynkiewicz et al.
1985).

Die Methode beruht auf unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften des Ca®™* spe-

zifischen Farbstoffes Fura-2 (s. Abb. 6a) in Abhédngigkeit von den intrazellulidren

Ca’" Konzentrationen [Ca’'];.
gelsl
a b :
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Abb.6

a) Strukturformel des Fura-2-Molekiils

Quelle: Tsien, R.Y. (1989)

b) Anregungsspektrum von Fura-2

Zu Sehen ist die gemessene Emission bei 510 nm in Abhdngigkeit von der Anregungswel-
lenldnge. Losungen mit hoher Konzentration an freien Ca’* Ionen zeigen bei einer Anre-
gungswellenldnge von 340 nm (gestrichelte Linie) ein Emissionsmaximum. Die Emission

bei einer Anregungswellenlinge von 380 nm ist maximal grof} in Ca** freien Losungen.

Verdindert nach: Haugland, R.P. (1996)
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Der Farbstoff wurde als lipophiler Acetoxymethylester (Fura-2-AM) eingesetzt,
der iiber die Zellmembran diffundieren kann. Durch unspezifische Esterasen wer-
den die Esterbindungen intrazellulir hydrolysiert, sodass der Farbstoff in der Zelle
akkumuliert, da er die Zellmembran nicht mehr passieren kann (Malgaroli et al.
1987). Die entstandenen freien Siuren binden Ca’*. Die auf diesem Wege mit
Farbstoff beladenen Priparate wurden kurz hintereinander mit Licht der Wellen-
lainge 340 nm und 380 nm beleuchtet. Diese Anregungswellenldngen liegen im
Bereich der Emissionsmaxima von Fura-2. Die Emission wurde bei 510 nm ge-
messen. Bei hohem [Ca®*]; und somit hoher Ca** Siittigung des Farbstoffes, steigt
die gemessene Fluoreszenz bei Anregung mit 340 nm (F349 nm). Die Fluoreszenz
bei Anregung mit 380 nm (Fsg9 nm) hingegen sinkt. Diese Eigenschaft beruht auf
der Verschiebung der Anregungswellenlidngen zu kiirzeren Wellenldngen, wenn
Ca” an Fura-2 bindet (Grynkiewicz et al. 1985). Bei niedrigen [Ca**]; bzw. Ca”*
freien Losungen verhilt sich die gemessene Fluoreszenz genau entgegengesetzt:
F330 nm Wird maximal grof3 und Fz40 n,m wird minimal klein (s. Abb. 6b). Der isos-
bestische Punkt fiir Fura-2 liegt bei der Anregungswellenldnge 360 nm. An diesem
Punkt ist die gemessene Fluoreszenzintensitit unabhingig von [Ca®'];.

Die Absolutwerte der gemessenen Emissionsintensititen unter beiden Anre-
gungswellenldngen sind abhédngig von [Ca®*); und sehr anfillig gegeniiber Storein-
fliissen. Zu diesen gehoren zum Beispiel die iiber die Versuchsdauer abnehmende
intrazelluldre Fura-2 Konzentration, die durch Ausbleichen bedingt ist, sowie ein
nicht konstanter Abstand der Priparate zur Schirfenebene. Die stindige Anderung
des Abstandes zur Schirfenebene ist ursdchlich bedingt durch Relaxation und
Kontraktion der glatten Muskulatur.

In dieser Arbeit wurden keine Absolutwerte verwendet, da sie zum einen keine
zusitzlichen Informationen zur Fragestellungen erbracht hitten und zum anderen
zu ungenauen Ergebnissen gefiihrt hitten. Stattdessen wurden die Ergebnisse
quantitativ mittels Ratio angegeben. Die Ratio (RF) beschreibt das Verhiltnis von
F340 nm / Fago nm. Sie ist abhingig von [Ca2+]i und liefert Aussagen iiber dessen

Verdnderung. Die Grofe ist unabhidngig von der intrazelluliren Fura-2
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Konzentration sowie vom Abstand zur Schirfenebene. Eine bessere Vergleichbar-
keit der Préparate ist auf diesem Wege sichergestellt.

Das Fluoreszenzauflichtmikroskop (Nikon Diaphot 200) war wie folgt aufgebaut

(s. Abb. 7):
@:@ Fluoreszenzmikroskop
- (Diaphot 200)
Q Perfusionskammer

Abfluss

Shutter / _
/ ’ ‘ Photomultiplier
Zufluss k\

Photometer (RatioMaster)

2x Monochromator

Xenon-Lampe

e

Abb. 7 Aufbau des Fluoreszenzmikroskops

Eine Xenon-Lampe lenkt Licht auf 2 Monochromatoren, die auf 340 und 380 nm einge-
stellt wurden. Uber einen halbdurchliissigen dichroischen Spiegel gelangt das mono-
chromatische Anregungslicht aufs Prdparat. Die spezifische Emissionswellenlinge von
510 nm wird vom Spiegel durchgelassen und die einzelnen Photonen im Photomultiplier-

registriert. Fortsetzung s. S. 29 unten
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Das Licht einer Xenon-Lampe fiel auf eine schnell rotierende Scheibe (50 Hz), die
in gleichen Abstinden mit spiegelnden und transparenten Segmenten besetzt war.
Diese Scheibe wird auch ,,Chopper* genannt. Sie lenkte das Licht alternierend auf
zwei Monochromatoren, die auf die Anregungslichtwellen von 340 nm und 380
nm eingestellt wurden. Das Licht wurde dann iiber einen dichroischen Spiegel und
ein Objektiv auf das Priparat geleitet, welches sich in einer 1 ml fassenden, trans-
parenten Messzelle auf dem Objekttriager befand.

Die Besonderheit des dichroischen Spiegels ist seine Halbdurchlédssigkeit, die
durch eine spezifische Wellenldnge charakterisiert ist. Die kritische Wellenldnge
wurde so gewdhlt, dass sie zwischen den Anregungswellenlidngen (Fs40 ym und
F3s0 nm) einerseits und der Emissionswellenlidnge (510 nm) andererseits lag. Durch
diese Eigenschaft konnte sichergestellt werden, dass das Prdparat mit den Anre-
gungswellenldngen beleuchtet wurde und dass das Emissionslicht aus dem Pripa-
rat durch den Spiegel hindurch gelassen wurde.

Uber ein 40 er Objektiv und einen nur fiir 510 nm durchlissigen Filter gelangte
das Emissionslicht in den Photomultiplier (Model 714, PTI). Hier wurde das emit-
tierte Licht, einzelne Photonen, in ein elektrisches Signal umgewandelt, welches
dann vom Computer digitalisiert wurde. Die Weiterverarbeitung der Daten erfolg-
te mit der Software FeliX® ver.1.1 (PTI: Photon Technology International, Bir-
mingham, New Jersey, USA).

Fortsetzung Abb. 7

Damit es in der Beleuchtungsphase des Versuchs zu keinen Fehlmessungen durch Irritati-
on des Photomultipliers mit Streulicht kommt, wurde ein automatisiertes Blendensystem
in den Mikroskopaufbau integriert. Dieses sorgte dafiir, dass wihrend der Beleuchtungs-
phase der Photomultiplier vom Licht abgeshuttet wurde und wihrend der Messphase die
Beleuchtungsanlage abgeriegelt wurde. Es bestand somit eine gegensditzliche Verschal-

tung.
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Die Beleuchtung der Priparate wihrend der Versuche stellte ein Problem dar, da
die Préparate einerseits beleuchtet werden mussten und andererseits ein Emissi-
onslicht gemessen werden sollte, um intrazellulidre Ca** Veridnderungen bestim-
men zu konnen. Die Losung des Problems lieferte eine fiir die Versuche von uns-
rer Arbeitsgruppe neu entwickelte automatisierte Lichtanlage. Diese bestand aus
einem festgelegten Verschaltungsmuster von 2 Blenden (Shuttern).

Wihrend der Beleuchtungsphasen konnte so der Photomultiplier vom einfallenden
Licht abgeriegelt werden und wihrend der Messphasen wurde das Licht der 8 klx.
starken Glasfaser abgeschirmt. Durch diese Lichtabschirmung konnten systemati-

sche Messfehler verhindert werden.

2.3.2 Beladung der Priparate mit Fura-2

Die Priparate wurden mit 4 uM Fura-2-AM (Molecular Probes Inc., Oregon,
USA) ca. 60 Minuten beladen. Fura-2-AM wurde hierzu in DMSO (Dimethylsul-
foxid, Sigma-Aldrich, Steinheim) mittels eines Ultraschallbades und eines
Schiittlers gelost. Um eine Schaumbildung zu verhindern und eine Dispersion zu
ermdglichen, wurde Pluronic (Molecular Probes Inc., Oregon, USA) hinzugefiigt.
Des Weiteren wurde Cremophor (Polyethoxyliertes Rhizinusol, Sigma-Aldrich,
Steinheim) hinzugegeben, um eine bessere Gewebepenetration und eine Stabilisie-
rung der Dispersion sicherzustellen. Die Inkubation der Priparate erfolgte im
Dunkeln sowie bei Raumtemperatur. Die Dunkelheit war erforderlich um dem
Ausbleichen des Farbstoffes durch Raumlicht entgegen zu wirken. Der Vorteil der
Inkubation bei Raumtemperatur gegeniiber der Inkubation bei 37°C besteht in der
homogeneren intrazelluldaren Verteilung des Farbstoffes. AuBerdem tritt ein gerin-
gerer Farbstoffverlust durch Membrantransporter auf, da diese bei niedrigeren
Temperaturen einen geringeren Aktivitétslevel besitzen (Malgaroli et al. 1987).
Die 5-ALA Inkubation erfolgte zeitlich vor der Fura-2-Beladung in einem mit

Krebslosung beheizten und begasten Laborgefil3.
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2.3.3 Versuchsdurchfiihrung

Nach Beladung der Prédparate mit 5-ALA und Fura-2 wurden diese in einer fluo-
reszenzdurchldssigen, 1ml fassenden Messzelle in horizontaler Richtung mit 2
Nadeln an Silikonkissen fixiert. Der Strahlengang fiihrte auf diesem Wege senk-
recht durch das Pridparat hindurch. Eines der Silikonkissen war mit einer Span-
nungsschraube versehen, um das Priparat vordehnen zu kénnen. Um parallel zur
Ca®™* Registrierung die Kraft messen zu konnen, wurde das andere Silikonkissen
mit einem Transducer verbunden. Die Messzelle wurde mit Krebslosung befiillt,
begast und auf 37°C kontinuierlich beheizt. Der Zu- und Abfluss der Messzelle
erfolgte mit 1 ml fassenden Pipetten. Alle Versuche folgten dem gleichen Ablautf-
schema, welches an den Versuchsablauf im Organbad angelehnt war. Nach einer
Anpassungsphase der Priparate in der Messzelle und der Uberpriifung der ausrei-
chenden Beladung mit Fura-2 (Emission zu Beginn 0,5 M Impulse pro Sekunde
bei Fas0 nm und 1 M Impulse pro Sekunde bei Fsgp nm) wurde zunédchst eine ACh-
Konzentrationstreppe durchgefiihrt. Dann erfolgte die Zugabe von ACh 1 uM, (-)
Bay K 8644 1 uM und das Registrier-Beleuchtungsprogramm wurde gestartet. Ein
Beleuchtungszyklus beinhaltete 20 Messintervalle bestehend aus 2 Sekunden
Fluoreszenzregistrierung mit 100 ,,Counts* pro Sekunde und 20 Sekunden Be-
leuchtungsphase mit einer Beleuchtungsstirke von 8 klx. Begonnen wurde dabei
jeweils mit der Fluoreszenzregistrierung. Ein Zyklus dauerte somit ca. 7,3 Minu-
ten und jedes Préaparat durchlief 3 Beleuchtungszyklen mit 10 miniitiger Dunkel-

phase zwischen den einzelnen Zyklen.

2.3.4 Auswertung der intrazellukiiren Ca** Messungen

Mit FeliX® wurde aus den gewonnenen Daten die Ratio RF (Fz40 nm / F380 nm) €r1-
mittelt. Nach einer Dateniibertragung erfolgte die weitere Auswertung mit Micro-
soft Excel Version 11.0. Die 200 Datenpunkte einer Registrierung (2 Sekunden

mit je 100 Counts/s) wurden mit dem arithmetischen Mittel zusammengefasst.
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Die parallel registrierte mechanische Aktivitat wurde in % von ACh max. ausge-

driickt (s. Abschn. 2.2.4).

2.4 Einsschlusskriterien und Statistik

In der Auswertung wurden nur Prédparate beriicksichtigt, die folgende Kriterien

erfullten:

® Spontanaktivitdt zu Versuchsbeginn
e Reaktion auf ACh-Konzentrationstreppe zu Versuchsbeginn
¢ keine Lichtreaktion bei Kontrollbeleuchtung (ohne Pharmaka)

e ausreichende Fura-2 Beladung (Fluoreszenzmikroskopmessungen)

Die statistischen Auswertungen beinhalten Mittelwert + Standardfehler des Mit-

telwertes (SEM).

SEM= >

B

S= Standardabweichung der Stichprobe , n= Stichprobenumfang
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Zur Signifikanzpriifung wurde je nach Fragestellung der t-Test fiir verbundene
oder fiir unabhingige Stichproben angewandt.

Zum Vergleich motorischer Effekte und der Verinderung von [Ca2+] ; vor und nach
5-ALA-, (-)Bay K 8644- und Lichtbehandlung innerhalb einer Versuchsgruppe
wurde der t-Test fiir verbundene Stichproben verwendet. Der t-Test fiir unabhén-
gige Stichproben kam zum Einsatz, um unterschiedliche Organe und Konzentrati-
onen miteinander vergleichen zu konnen. AuBlerdem wurde mit dem unabhéngi-

gen t-Test die Versuchsgruppe mit der Kontrollgruppe verglichen.

X, -X, D
r= 2 2 = 2
Sy 5 Sa
N, N, N
unabhiingige Stichproben verbundene Stichproben

X1 und X2 = Stichprobenmittelwerte der beiden miteinander zu vergleichenden Gruppen
S1 und S2 = empirischen Varianzen

NI, N2 und N = Stichprobenumfang

D = Differenz aus den Mittelwerten der beiden Variablen

Sd = Standardabweichung der einzelnen Differenzen
Als signifikant unterschiedlich wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5%

(p < 0,05) angesehen. Die signifikanten Unterschiede sind in den Abbildungen mit

einem Stern (*) versehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht iiber die durch ACh, Bay K und 5-ALA ausgelosten
motorischen Effekte an glattmuskulidren Organen

Die in dieser Arbeit verwendeten Testsubstanzen zeigen separat fiir sich unter-
schiedliche Wirkungen am glatten Muskel.

ACh fiihrt nach Applikation zu einer Tonuszunahme der glatten Muskulatur. Diese
wird durch Bindung von ACh an den M3 Rezeptor und die darauf folgende Sig-
nalkaskade hervorgerufen. Die Signalkaskade verldauft nach ACh Rezeptorbindung
wie folgt:

Aktivierung G-Protein > Aktivierung Phospholipase C > Bildung IP3; aus Memb-
ranphospholipiden > Ca** Freisetzung aus dem SR.

Neben diesem bei der Muskelkontraktion beteiligten Ca®* Aktivierungsprozess
existiert noch ein zweiter Aktivierungsprozess, der durch Offnung membranstin-
diger Ca”* Kaniile ausgeldst wird. Diese unterschiedlichen Ca®* Aktivierungspro-
zesse wurden von Golenhofen als T- und P-Systeme beschrieben (Golenhofen
1976). Die Aktivierung des T-Systems fiihrt zu tonischen Kontraktionen und wird
durch die oben beschriebenen intrazelluldren Signalkaskaden induziert. Die Akti-
vierung des P-Systems fiihrt zu phasischen Kontraktionen der glatten Muskulatur
und ist bedingt durch das Offnen membranstindiger Ca®* Kanile. Hiufig sind
Mischformen aus beiden Systemen in glatter Muskulatur zu finden. Am Beispiel
der Harnblase lassen sich zudem Spezies-Unterschiede hinsichtlich der Auspri-
gung des Ca** Influxes iiber membranstindige Ca** Kanile und der intrazelluliren
Ca®* Speicherentleerung an der Teilhabe am Kontraktionsprozess feststellen
(Wuest et al., 2007).

In Abb. 8 ist die Reaktion eines Harnblasenpriparates auf ACh Applikation darge-
stellt. Der zweigipfelige Verlauf des [Ca**]; verdeutlicht das Vorhandensein der
zwei unterschiedlichen Ca** Aktivierungsprozesse. Der erste Anstieg des [Ca®™];
erfolgt fast zeitgleich mit der Kraftzunahme und wird ausgeldst durch eine Ca®*

Freisetzung aus dem SR. Der zweite Anstieg des [Ca*']; ist durch das schnelle
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Offnen der membranstindigen Ca”* Kanile bedingt. Die erwartete phasische Akti-
vitiat der Harnblase wird nicht deutlich sichtbar, da ACh in annidhernd maximaler
Wirkungskonzentration verabreicht wurde und sich eine tonische Dauerkontrakti-

on einstellte.

Kraftin mN @ F 340 nm / F 380 nm A
97 ACh 0,1 mM T 07
8 '

7 -
- 0,6
6 -
5 _
4 |
3 .
A = Ratio
2 ‘ : ‘ 0,4
0 2 4 6 8

Abb. 8 Simultane Registrierung von Kraft und | Ca*']; eines Harnblasenprdparates der
Ratte im Fluoreszenzmikroskop unter Applikation von ACh 0,1 mM

Die relative Anderung des [Ca’*]; (Ratio) ist angegeben als Quotient der gemessenen
Fluoreszenz bei 510 nm zum einen bei einer Anregungswellenlinge von 340 nm und zum
anderen bei einer Anregungswellenldnge von 380 nm.

Zu Erkennen ist eine starke Zunahme des Kraftsignals direkt im Anschluss an die ACh
Applikation. Die Ratiokurve zeigt, nachdem ACh appliziert wurde, einen zweigipfeligen
Verlauf. Der erste Anstieg erfolgt fast zeitgleich mit dem Kraftsignal. Der zweite Anstieg
der Ratio erfolgt mit einer Latenz von etwa 2 min und fillt deutlich grofier aus. Dieser
zweigipfelige Kurvenverlauf der relativen [Ca’]; Anderung zeigt das Vorhandensein

zweier Ca’* Aktivierungsprozesse der Harnblase.

Das (-) Enantiomer von Bay K 8644 ist ein L-Typ Ca®* Kanal Agonist. Durch das

iiber die membranstindigen Ca”* Kaniile einstromende Ca** nimmt die phasische
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Spontanaktivitit der Harnblase nach Bay K Applikation zu, wie in Abb. 9 zu er-

kennen ist.
Kraft in mN @ F 340 nm/ F 380 nm A

ACh1 uM - 0,675

41 1 BayK 1 uM
l -+ 0,625
o= Kraft | 0’575

37 |
- 0,525
35 | A= Ratio ‘ ‘ ‘ 0,475
0 1 2 3 4 5
min

Abb. 9 Fluoreszenzmikroskopisch darstellbare Wirkung von Bay K auf die Kraft und
das relative [Ca’*]; an einem ACh 1 uM voraktiviertem Harnblasenpriparat der Ratte
Die Ratio nimmt kurz nachdem Bay K 1 uM appliziert wurde zu und zeigt einen phasi-
schen Verlauf. Bei der Betrachtung des Kraftsignals fillt auf, dass die phasische Aktivitdit
des Priparates zunimmt. Die bereits bekannte L-Typ Ca’* Kanal agonistische Wirkung

des Bay K kann hier gezeigt werden.

Dariiber hinaus besitzt Bay K eine photorelaxierende Eigenschaft. Durch Licht
wird aus dem Bay K Molekiil NO freigesetzt, welches zu einer Muskelrelaxation
iber intrazelluldre Signalwege fiihrt (s. Abschn. 1.2.2). Diese Signalkaskade setzt
sich wie folgt zusammen:

NO aktiviert die 16sliche Guanylat Cyclase, welche aus GTP durch Phosphatab-
spaltung den second messenger cGMP generiert. Eine Aktivierung der Myosin-

leichte-Ketten-Phophatase durch cGMP fiihrt zur Muskelrelaxation. In Abb. 10 ist
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die reversible photorelaxierende Wirkung von Bay K an Kraftmessungen im Or-

ganbad bei einem Priparat des Magenfundus veranschaulicht.

aktive Kraft (mN)
ACh 1 pM + BayK 1uM

8- 8 min
P st
| @ K\——\_
4.
2
0
t t min
Licht 8 kix. Licht aus

Abb. 10 Kraftmessungen im Organbad zur photorelaxierenden Wirkung von Bay K am
glatten Muskel des Magenfundus

Eine Voraktivierung des Prdparates mit ACh 1 uM und die Applikation von Bay K 1 uM
sind vor Beleuchtungsbeginn erfolgt. Auf der y-Achse ist die aktive Kraft in mN aufgetra-
gen. Diese wurde bestimmt durch Subtraktion der passiven Vordehnung der Priparate
von den abgebildeten jeweiligen Messwerten.

Es fallt auf, dass die aktive Kraft sofort nach Einschalten des Lichtes abfillt. Initial fallt
sie sogar unter den Wert der passiven Vordehnung des Prdparates. Gleichermafien
schnell kehrt die aktive Kraft nach Abschalten des Lichtes zum Ausgangsniveau, welches

vor der Beleuchtung herrschte, zuriick.

Die motorischen Wirkungen von 5-ALA am glatten Muskel lassen sich nur in der
Betrachtung des Langzeitverlaufs eines Versuchs erkennen. Das {iberwiegend pha-
sische Aktivitit aufweisende Magenantrumpréparat der Ratte zeigt im Langzeit-
verlauf im Organbad eine irreversible Abnahme der Amplitude der phasischen

Komponente sowie einen Verlust der aktiven Kraft (s. Abb. 11).
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Unter den 8 miniitigen Beleuchtungen mit 8 kix. ist der Verlust der phasischen

Aktivitdt am massivsten ausgepragt.

aktive Kraft (mN)
N ACh 1 pM + 5-ALA 0,3 mM

8,97 Q 8 kix. Q Q

3,5

-0,5
I 1 I I

1
30 60 90 120 150 min

v

Abb. 11 Langzeitwirkung von 5-ALA 0,3 mM und Licht auf die aktive Kraft am
ACh 1 uM voraktivierten Priparat des Magenantrums im Organbad

Zu bemerken ist eine irreversible Abnahme der phasischen Aktivitit und der
aktiven Kraft des Magenantrums iiber die Versuchsdauer. Unter den jeweiligen 8 miniiti-
gen Beleuchtungen mit 8 kix. ist der Verlust der phasischen Aktivitdt am stdrksten ausge-

pragt.

Zur Ausarbeitung und Systematisierung einer geeigneten Versuchsanordnung im
Organbad, die spiter auf das Fluoreszenzmikroskop iibertragen werden konnte,
wurden 10 Vorversuche im Organbad durchgefiihrt. Durch diese Testversuche
wurden die addquaten Versuchsparameter festgesetzt. Zu diesen zidhlten die Aus-
wahl der glattmuskuldren Préiparatetypen, die idealen Konzentrationen von
5-ALA, (-) Bay K 8644 und ACh, die Inkubationszeit der Priparate mit 5-ALA,
die Dauer und Intensitit der Lichtzufuhr, sowie die Anzahl der Beleuchtungs- und

Dunkelzyklen.
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3.2 Wirkung von 5-ALA, (-) Bay K 8644 und Licht auf den Tonus von

verschiedenen glattmuskuliren Organen

Um die Effekte der lichtsensitiven Substanzen am glatten Muskel der Ratte sys-
tematisch erfassen zu konnen, wurden die Versuche zum einen nur mit der licht-
sensitiven Substanz 5-ALA durchgefiihrt und zum anderen in der Kombination
der beiden lichtsensitiven Substanzen 5-ALA und Bay K. Als Negativkontrolle
diente eine ACh 1uM Versuchsreihe. Der Versuchsablauf mit den jeweiligen
Kombinationen und Konzentrationen folgte immer dem gleichen Versuchsschema

(s. Abschn. 2.2.3).

3.2.1 Motorische Effekte durch 5-ALA

Nach Applikation von 5-ALA 0,3 mM, ACh 1 uM und einer 60 miniitigen Inkuba-
tionszeit der Substanzen im Organbad konnte man bei den einzelnen Prédparaten
unterschiedliche Reaktionen auf Licht mit einer Stirke von 8 klx. feststellen
(s. Abb. 12). Auf der y-Achse ist die aktive Kraft in mN dargestellt. Diese wurde,
wie bereits unter 2.2.4 erldutert, durch Subtraktion der passiven Vordehnung der
Préparate von den abgebildeten jeweiligen Messwerten bestimmt.

Abb. 12a zeigt einen Ausschnitt des Magenfundus. Wihrend der 8 Minuten dau-
ernden Beleuchtungsphase des Priparates ist ein einphasiger Verlauf der To-
nuskurve zu erkennen. Er setzt sich chronologisch zusammen aus:
Abnahme-Zunahme-Abnahme des Tonus. Nach Abschalten des Lichtes zeigt die
Tonuskurve einen plateauformigen Verlauf, der schon vor Beleuchtungsbeginn zu
registrieren war. Das Tonusniveau liegt dabei leicht unter dem, welches vor der
Beleuchtung herrschte.

Beim Magenantrum (s. Abb. 12b) sind vor der Beleuchtung phasische Kontraktio-
nen auszumachen. Durch Einschalten der Beleuchtung nach 60 min erlischt die
phasische Aktivitit fast vollstindig und es kommt zu einer Tonuszunahme. Die
phasische Aktivitit kehrt auch nach Abschalten des Lichtes nicht zuriick. Des

Weiteren stellt sich nach Ende der Beleuchtung ein erhohtes Tonusniveau, im
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Vergleich zum Tonusniveau, welches vor der Beleuchtung existierte, ein.

Die Portalvene ist in Abb. 12c dargestellt. Bei ihr lassen sich eine Abnahme der
phasischen Aktivitit, sowie eine Abnahme der Amplitude der phasischen Kompo-
nente durch die Beleuchtung feststellen. Der Effekt tritt nach ca. 2 miniitiger
Beleuchtung ein und ist irreversibel. Der Tonus nimmt minimal durch die Be-

leuchtung zu.

a) b
ACh 1 uM + 5-ALA 0,3 mM ) ACh 1 pM + 5-ALA 0,3 mM
z ¢ z 3 ¥
= 2 g,
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Abb. 12 Wirkung von Licht auf den Tonus verschiedener glattmuskulirer Organe der
Ratte

60 Minuten vor Beginn der Beleuchtung wurde 5-ALA 0,3 mM und ACh I uM zu den
Priparaten in die Organbdder appliziert.

a) Magenfundus b) Magenantrum c) Portalvene d) Harnblase

Zusammenfassend lassen sich eine Abnahme der phasischen Aktivitit und eine Zunahme

des Tonus durch die Beleuchtung feststellen.
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Eine Tonuszunahme unter Beleuchtung ist bei der Harnblase zu beobachten
(s. Abb. 12d). Die phasische Aktivitit nimmt unter Beleuchtung ab, erreicht je-
doch nach Abschalten des Lichtes, ebenso wie der Tonus, das Ausgangsniveau

wieder zuriick.

3.2.2 Kombinierte Wirkung von 5-ALA und (-) Bay K 8644

In der Fortsetzung der Experimente aus Abb. 12 wurde zu den mit 5-ALA 0,3 mM
und ACh 1 uM behandelten Préiparaten des Magenfundus, des Magenantrums, der
Portalvene und der Harnblase (-) Bay K 8644 1 uM appliziert und anschlieBend
gleichermallen mit 8 kix. beleuchtet. Die Lichtreaktionen auf die kombinierte Ga-
be der beiden lichtsensitiven Substanzen sind in Abb. 13 veranschaulicht. Zwi-
schen Abb. 12 und Abb. 13 liegt ein zeitlicher Versatz von 90 Minuten.

Alle Préaparate weisen einen Zuwachs der aktiven Kraft im zeitlichen Versuchsab-
lauf auf, der sich im Vergleich mit Abb. 12 erkennen lidsst.

Beim Magenfundus (s. Abb. 13a), Magenantrum (s. Abb. 13b) und der Portalvene
(s. Abb. 13c) ldsst sich nach Anschalten der Beleuchtungsquelle eine initiale mi-
nimale Abnahme des Tonus erkennen. Nach Abschalten des Lichtes kehrt der To-
nus zum Ausgangsniveau, das vor der Beleuchtung existierte, zuriick. Dariiber
hinaus zeigen die drei Prédparate keinerlei phasische Spontanaktivitdt mehr (vgl.
Abb. 12 a-c).

Die Harnblase (s. Abb. 13d) zeigt als einziges Priparat in dieser Abbildung eine
starke Zunahme des Tonus, welche durch die Beleuchtung ausgeldst wurde. Nach
Beendigung der Lichtzufuhr nimmt der Tonus leicht ab und erreicht ein Tonuspla-
teau, das iiber dem vor der Beleuchtung herrschenden Ausgangstonus liegt. Die

phasische Aktivitit der Harnblase hat stark abgenommen im Vergleich zu Abb.12.
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Abb. 13  Wirkung von Licht auf mit 5-ALA 0,3 mM, (-) Bay K 8644 1uM und
ACh 1 uM vorbehandelte glattmuskuliire Organe der Ratte

Es handelt sich um die Fortsetzung der Experimente, die in Abb. 12 dargestellt sind mit
einem zeitlichen Versatz von 90 Minuten.

a) Magenfundus b) Magenantrum c) Portalvene d) Harnblase

Lediglich das Harnblasenprdparat zeigt eine starke Reaktion auf Licht in Form einer
Kontraktionszunahme. Alle Prdparate weisen einen Zuwachs der aktiven Kraft im zeitli-
chen Versuchsverlauf auf. Dieser Zuwachs wird im Vergleich von Abb. 13 mit Abb. 12

deutlich. Phasische Aktivititskomponenten sind fast vollstindig erloschen.
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3.3 Alleinige und kombinierte Wirkung von 5-ALA, (-) Bay K 8644 und

Licht an zwei charakteristischen glattmuskuliren Organen

Glatte Muskulatur verfiigt iiber zwei unterschiedliche Ca®™ Aktivierungsprozesse
(s. Abschn. 3.1). Die folgenden zwei ausgewéhlten Praparatetypen weisen unter-
schiedliche Ausprigungen der zwei Ca®* Aktivierungsprozesse auf. Der Magen-
fundus verfiigt iiber ein stark ausgeprigtes T-System mit fast rein tonischer Akti-
vierung. Bei der Harnblase hingegen dominiert das P-System mit iiberwiegend
phasischer Ca®* Aktivierung. Diese auch in der mechanischen Aktivitit zu beo-
bachten Eigenschaften weisen auf das Zusammenspiel von interstitiellen Cajal-
Zellen (s. Abschn. 4.2.1) und intrazelluldren Prozessen bei der Muskelkontraktion

hin.

3.3.1 Magenfundus

Durch unterschiedliche Konzentrationen in der Kombination 5-ALA + Bay K am
Magenfundus lassen sich verschiedene Reaktionstypen und -intensitdten beobach-
ten. Insgesamt wurden 3 Versuchsreihen gebildet:

eine ACh 1 uM Negativkontrolle, eine 5-ALA 0,1 mM Versuchsreihe sowie eine
5-ALA 0,3 mM Versuchsreihe, die alle dem Versuchsschema aus 2.2.3 folgten.
Der Stichprobenumfang fiir die jeweilige Versuchsreihe bezifferte sich auf n = 3.
In Abb. 14 ist eine Originalregistrierungskurve einer Versuchsreihe dargestellt, die
mit 5-ALA 0,1 mM und ACh 1 uM vorinkubiert wurde. Auf der y-Achse ist die
aktive Kraft in mN angegeben. Die GroBe wird gebildet durch Subtraktion der
passiven Vordehnung der Pridparate von den abgebildeten jeweiligen Messwerten.
Zu erkennen sind 2 Beleuchtungen mit 5-ALA 0,1 mM und ACh 1 uM Applikati-
on und 6 Beleuchtungen mit kombinierter Gabe von 5-ALA 0,1 mM, ACh 1 uM
und Bay K in zwei unterschiedlichen Konzentrationen. Beleuchtet wurde jeweils
mit 8 klIx. liber einen Zeitraum von 8 min.

Zu Versuchsbeginn, als sich lediglich 5-ALA und ACh im Organbad befanden,

dauerten die Dunkelphasen lidnger (s. Abschn. 2.2.3) und wurden zur besseren
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Darstellung aus der Registrierungskurve herausgeschnitten. Nach Applikation von

Bay K waren die Dunkelphasen stets gleich lang mit einer Dauer von 10 min.

ACh 1 pM + 5-ALA 0,1 mM
[ BayK 0,1 uM

¥ BayK 1 uM

aktive Kraft (mN)

10 min

Abb. 14 Wirkung von Licht auf unterschiedliche (-) Bay K 8644 Konzentrationen am
mit 5-ALA 0,1 mM und ACh 1 mM vorbehandelten Magenfundus

Beleuchtet wurde mit 8 kix. jeweils 8 min lang. Zu erkennen ist eine Tonuszunahme des
Priparates iiber die Versuchsdauer. Nach Applikation von Bay K fiihrt die Beleuchtung zu
einer initialen Hemmung des Tonus. Diese initiale Tonusabnahme fdllt am stdrksten bei
der hoheren Bay K Konzentration aus. Nach Abschalten des Lichtes steigt der Tonus um-

gehend wieder an.

Bei genauer Betrachtung der Abbildung fillt auf, dass die aktive Kraft des Magen-
fundus durch die Beleuchtungen iiber den Zeitraum der Versuchsdauer zunimmt.
Die Reaktionen des Priparates auf Beleuchtung fallen unterschiedlich aus. Die
Lichtwirkung auf das mit 5-ALA vorinkubierte Préparat ist anfinglich eine Hem-
mung, 60 min spéter hingegen lédsst sich eine Aktivierung des Tonus durch Licht

feststellen. Sieht man sich demgegeniiber die Lichtwirkung nach Applikation von
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Bay K an, so ldsst sich bis auf die erste Beleuchtung bei Bay K 0,1 mM eine
Hemmung der aktiven Kraft erkennen. Diese Minderung des Tonus durch Licht ist
bei Bay K 0,1 uM gleich bleibend, hingegen bei Bay K 1 uM nur initial wihrend
der ersten Sekunden der Beleuchtung zu registrieren. Nach der initialen Licht-
hemmung bei Bay K 1 uM setzt ein gleichformiger Tonusanstieg iiber die verblei-
bende Beleuchtungszeit ein. Nach Abschalten des Lichtes kehrt die aktive Kraft
bei beiden Bay K Konzentrationen umgehend zu dem Kraftniveau zuriick, wel-
ches vor der Beleuchtung herrschte, bzw. geht dariiber hinaus.

Abb. 15 zeigt eine Originalregistrierungskurve einer Versuchsreihe, zu der 5-ALA

0,3 mM verabreicht wurde. Der Aufbau der Abbildung ist dem in Abb. 14 analog.

ACh 1 uyM + 5-ALA 0,3 mM
| BayK 0,1 uM
! BayK 1 uM

- !

R

Z 7-
E
= Lo ee
© o P
ﬁ 54 ! ! 60min ! | 5min]
2 H "
X
©

3.

Zeit'

10 min

Abb. 15 Wirkung von Licht am mit 5-ALA 0,3 mM und ACh 1 uM vorbehandelten
Magenfundusprdparat auf unterschiedliche (-) Bay K 8644 Konzentrationen

Die Beleuchtungsphasen dauerten jeweils 8 min bei einer Stirke von 8 kix. Der durch
Beleuchtung ausgeldste Tonusanstieg iiber die Versuchsdauer fillt am grofiten aus nach
Applikation von Bay K 0,1 uM. Unter dieser Rahmenbedingung steigt der Tonus auch in

den Dunkelphasen weiter an.
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Ebenso wie beim Priparat, welches mit 5-ALA 0,1 mM vorinkubiert wurde, ist
beim Magenfundus mit 5-ALA 0,3 mM Applikation eine Tonuszunahme durch
Beleuchtung iiber die Dauer der Versuchszeit zu erkennen. Der stirkste Anstieg
des Tonus findet unter Beleuchtung nach Applikation von Bay K 0,1 uM statt. In
dieser Substanzkonstellation ist auch in den Dunkelphasen ein Tonusanstieg zu
erkennen. Nach Applikation von Bay K 1 uM ist eine Zunahme des Tonus nur in
der direkt folgenden Beleuchtung zu registrieren. In den beiden sich anschlieen-
den Beleuchtungen ist eine minimale Abnahme des Tonus auszumachen.
Wie beim mit 5-ALA 0,1 mM vorinkubierten Magenfundus lassen sich auch beim
mit 5-ALA 0,3 mM vorbehandelten Magenfundus vor Applikation von Bay K
unterschiedliche Reaktionen des Tonus auf Lichtzufuhr bemerken. Anfangs fiihrt
die Beleuchtung zu einer Hemmung der aktiven Kraft, wobei 60 min spiter eine
Aktivierung des Tonus durch Licht zu beobachten ist.

Betrachtet man die unterschiedlichen Versuchsreihen iiber die gesamte Versuchs-
dauer mit 9 Beleuchtungszyklen a 8 Minuten, so erhédlt man einen Kraft-Zeit-
Verlauf (s. Abb. 16). Der Versuchsablauf mit Substanzapplikationen und Beleuch-
tungsphasen zu unterschiedlichen Zeitpunkten folgte dabei immer dem gleichen
Schema (s. Abschn. 2.2.3).

Die Punkte in den Kraft-Zeit-Verldufen reprisentieren Mittelwerte mit den ent-
sprechenden SEMs, die durch Integration der Kraft wihrend der letzten Minute
des jeweiligen Beleuchtungszyklus bzw. der Reaktionsphase erfasst wurden.
Nachdem durch die Zeit dividiert und die passive Vordehnung subtrahiert wurde,
konnten die Mittelwerte in Bezug zu ACh max. gesetzt werden. Der endprozedua-
le Tonus charakterisiert den Kraftwert, der nach Ausspiilen der Substanzen gemes-
sen wurde. Als Reaktionsfihigkeit der Praparate am Versuchsende auf ACh 10 uM
wird der ACh Endwert definiert. Obgleich der Stichprobenumfang bei den Ver-
suchsreihen des Magenfundus mit einem n = 3 sehr gering war und ein Test auf
Signifikanz nicht durchgefiihrt wurde, lassen sich dennoch deutliche Unterschiede
feststellen. Eine Signifikanz wire bei einem groferen Stichprobenumfang sicher

feststellbar.
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Die Wirkung von Licht auf Versuchsreihen mit 5-ALA 0,1 mM Applikation, ent-
weder in Kombination mit Bay K oder als 5-ALA Zeitkontrolle, ist im oberen
Diagramm der Abb. 16 dargestellt. Es fillt auf, dass in der Versuchsreihe mit
Bay K Applikation ein hoheres Kraftniveau durch Beleuchtung erreicht wird. Der
Tonus in der 5-ALA Zeitkontrolle verbleibt durch die Beleuchtung hingegen auf
einem konstanten Niveau. Der endprozeduale Tonus in der 5-ALA Zeitkontrolle
liegt bei -20,90 £+ 16,36 %. Da zu Beginn der passive Tonus als Nulllinie definiert
wurde, kann man einen Tonusverlust der Préparate iiber die Zeit feststellen. In der
Versuchsreihe mit Bay K Applikation betridgt der endprozeduale Tonus 64,63 +
24,17 %. Der ACh-Endwert liegt in der Versuchsreihe mit Bay K Applikation ho-
her als in der 5-ALA Zeitkontrolle (114,46 + 21,44 % mit Bay K; 93,00 + 3,88 %
ohne Bay K).

Der Kraft-Zeit-Verlauf im unteren Diagramm der Abb. 16 reprisentiert die Ver-
suchsreihen mit 5-ALA 0,3 mM Applikation. Die obere Versuchsreihe erhielt zu-
sitzlich Bay K, die untere Kurve fungierte als 5-ALA Zeitkontrolle. Bei der Ver-
suchsreihe mit Bay K Applikation nimmt nach Bay K Applikation unter Be-
leuchtung der Tonus sehr stark zu und liegt am Ende der letzten Beleuchtungspha-
se iiber dem ACh max. Wert (121,95 + 18,81 %). Der endprozeduale Tonus be-
tragt 123,24 + 20,41 %. Der ACh-Endwert betridgt 131,61 + 25,47 %. Ein kontinu-
ierlicher Abfall des Tonus iiber die Versuchsdauer ist in der 5-ALA Zeitkontrolle
festzustellen. Ab dem 5. Beleuchtungszyklus nimmt der Tonus negative Werte an.
Der endprozeduale Tonus betrdgt -38,09 + 10,41 %. Der ACh-Endwert betrigt
25,31 £ 3,70 %.
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Abb. 16 Wirkung von Licht im Kraft-Zeit-Verlauf auf die glatte Muskulatur der mit
Ach 1 uM voraktivierten unterschiedlichen Versuchsreihen des Magenfundus

Dargestellt sind Mittelwerte und SEMs, die wdihrend der letzten Minute der Beleuch-
tungs- oder Reaktionsphase gemessen wurden. Der Stichprobenumfang der jeweiligen
Versuchsreihe betzifferte sich auf n=3. Im oberen Diagramm ist der Kraft-Zeit-Verlauf von
5-ALA 0,1 mM Versuchsreihen und im unteren Diagramm der Kraft-Zeit-Verlauf von
5-ALA 0,3 mM Versuchsreihen abgebildet. Die Versuchsreihen, die jeweils in den oberen
Kurven zu sehen sind, erhielten als Substanzapplikation 5-ALA und Bay K (/ = mit
Bay K). Die unteren Versuchsreihen reprdsentieren 5-ALA Zeitkontrollen, bei denen keine
Bay K Applikation erfolgte (> /) = ohne Bay K). Da die ersten 3 Beleuchtungswerte der
4 Versuchreihen nicht stark voneinander abweichen, wurden sie im unteren Diagramm

nicht beriicksichtigt. (Fortsetzung s. S. 49 unten)
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3.3.2 Harnblase

Unterschiedliche durch Licht ausgeldste Reaktionen der Muskelkontraktion lassen
sich auch bei dem tiberwiegend phasisch aktivierten glatten Muskel der Harnblase
nach Vorinkubation mit 5-ALA und ACh sowie folgender Applikation von Bay K
feststellen.

Bei der Harnblase wurden ebenfalls 3 Versuchsreihen mit jeweils einem n = 3
gebildet, bestehend aus ACh 1 uM Negativkontrolle, 5-ALA 0,1 mM und 5-ALA
0,3 mM Versuchsreihe. Das Versuchsschema aus 2.2.3 wurde in allen 3 Reihen
beriicksichtigt.

Die folgenden Abbildungen 17 und 18 zeigen Originalregistrierungskurven der
Harnblase und sind gleichermaBen aufgebaut wie die Abbildungen 14 und 15
beim Magenfundus.

Uber den Zeitraum der Versuchsdauer ist eine Zunahme der aktiven Kraft durch
Beleuchtung an der mit 5-ALA 0,1 mM und ACh 1 uM vorbehandelten Harnblase
zu erkennen (s. Abb. 17). Eine Anderung der phasischen Aktivitit durch Licht
lasst sich nicht bemerken. Die Reaktionen des Tonus auf Licht zeigen vor Appli-
kation von Bay K unter der ersten Beleuchtung keine und unter der zweiten Be-

leuchtung eine minimale Zunahme.

Fortsetzung Abb. 16

Der endprozeduale Tonus charakterisiert den Kraftwert, der nach Ausspiilen der Substan-
zen gemessen wurde. Der ACh Endwert ist definiert als die Reaktionsfihigkeit der Prdpa-
rate am Versuchsende auf ACh 10 uM Applikation.

Zu erkennen ist eine deutliche Zunahme der Kraft infolge der Beleuchtung bei den Ver-
suchsreihen mit der kombinierten Gabe von 5-ALA und Bay K. Bei der Versuchsreihe mit
5-ALA 0,3 mM in Kombination mit Bay K fdllt die Kraftzunahme am stdrksten aus. Die
ACh Endwerte iibersteigen bei beiden Versuchsreihen mit der kombinierten Gabe den

Ausgangswert von 100%, welcher zu Versuchsbeginn ermittelt wurde.
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Abb. 17 Wirkung von Licht auf unterschiedliche (-) Bay K 8644 Konzentrationen an
der mit 5-ALA 0,1 mM und ACh 1 uM vorbehandelten Harnblase

Die Lichtzufuhr dauerte jeweils 8 min bei einer Stirke von 8 kix.

Zu erkennen ist eine Tonuszunahme durch Beleuchtung nach Applikation von Bay K. Ein
einmaliger deutlicher Tonusanstieg durch Licht ist nach Zugabe von Bay K 0,1 uM fest-
zustellen. Nach Applikation von Bay K I uM ist bei jeder Beleuchtung ein Tonusanstieg
zu sehen. In den dazwischen gelegenen Dunkelphasen nimmt der Tonus gleichmdfig wie-

der ab.

Nach Applikation von Bay K 0,1 uM nimmt der Tonus in der nachfolgenden Be-
leuchtung deutlich zu. In den weiteren beiden Beleuchtungen ist die Tonuszunah-
me geringer ausgeprigt. Die dazwischen liegenden 10 miniitigen Dunkelphasen
zeigen eine Abnahme des Tonus. Nach Applikation von Bay K 1 uM bewirkt jede
Beleuchtung einen Tonusanstieg. Diese Tonusanstiege weisen in etwa die gleiche
Anstiegssteilheit auf. In den dazwischen gelegenen Dunkelphasen nimmt der To-
nus gleichformig wieder ab. Die in Abb. 18 dargestellte Originalregistrierungs-
kurve einer mit 5-ALA 0,3 mM und ACh 1 uM vorbehandelten Harnblase zeigt

einen deutlichen Anstieg der aktiven Kraft durch Beleuchtung iiber die Dauer des
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Versuchzeitraumes. Bei sorgfiltiger Betrachtung fillt auf, dass die phasische Ak-
tivitdat der Harnblase nach Bay K 1 uM Applikation und anschlieBender Beleuch-
tung fast vollstiandig erlischt. Die durch Licht ausgelosten Kontraktionsdnderun-
gen sind nicht gleichartig. Vor Applikation von Bay K ldsst sich unter der ersten
Beleuchtung keine und unter der zweiten Beleuchtung eine minimale initiale To-

nuszunahme feststellen.

ACh 1 UM + 5-ALA 0,3 mM
[ BayK 0,1 pM
{ BayK 1 uM

12-“ ' . H : : H , ’

aktive Kraft (mN)

Zeity

10 min

Abb. 18 Wirkung von Licht an der mit 5-ALA 0,3 mM und ACh 1 uM vorbehandelten
Harnblase, auf unterschiedliche (-) Bay K 8644 Konzentrationen

Beleuchtet wurde jeweils 8 min mit 8 kix. Bei genauer Betrachtung fillt auf, dass die pha-
sische Aktivitit der Harnblase nach Bay K 1 uM Applikation und anschliefsender Be-
leuchtung fast vollstindig erlischt. Ferner nimmt, nach Applikation von Bay K 1 uM, der
Tonus durch die Beleuchtung deutlich zu.

Nach Applikation von Bay K 0,1 uM rufen nur die erste und die dritte Beleuch-
tung einen leichten Tonusanstieg hervor. Wesentlich stirkere Anderungen des To-
nus in Form einer Zunahme sind durch Beleuchtung nach Applikation von

Bay K 1 uM erkennbar. In den dazwischen liegenden Dunkelphasen nimmt der
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Tonus wieder ab und ein Tonusplateau stellt sich ein, welches iiber dem Tonusni-
veau liegt, das vor Beleuchtung herrschte.

Der Verlauf der Kraftentwicklung iiber die Versuchsdauer ist in Abb. 19 darge-
stellt. Die Diagramme folgen der gleichen Anordnung wie beim Magenfundus
unter 3.3.1 beschrieben wurde. Abgebildet sind Mittelwerte mit den entsprechen-
den SEMs, die durch Integration der Kraft wihrend der letzten Minute des jewei-
ligen Beleuchtungszyklus bzw. der Reaktionsphase erfasst wurden. Eine Testung
auf Signifikanz wurde bei der Harnblase aufgrund des geringen Stich-
probenumfanges von n = 3 ebenfalls nicht durchgefiihrt. Ein gréerer Stichpro-
benumfang wiirde bei der Harnblase, ebenso wie beim Magenfundus, die deutlich
erkennbaren Unterschiede zwischen den Versuchsreihen mit Bay K Applikation
und den 5-ALA Zeitkontrollen signifikant zeigen.

Der Kraft-Zeit-Verlauf der Versuchsreihen 5-ALA 0,1 mM mit Bay K Applikation
sowie die 5-ALA 0,1 mM Zeitkontrolle sind im oberen Diagramm der Abb. 19 zu
sehen. Die Versuchsreihe mit kombinierter 5-ALA und Bay K Applikation zeigt
ab einer Bay K Konzentration von 1 uM und Beleuchtung (7.-9. Beleuchtungs-
zyklus) ein hoheres Tonusniveau als die 5-ALA Zeitkontrolle. Die Werte des
endprozedualen Tonus (108,45 + 17,80 %) und des ACh Endwertes (185,23 +
25,32 %) liegen bei der kombinierten Applikation von 5-ALA und Bay K iiber
denen der 5-ALA Zeitkontrolle (endprozedualer Tonus 20,24 + 5,05 %; ACh
Endwert 125,85 + 5,35 %) und deutlich iiber dem Wert der maximalen ACh Reak-
tion (Referenz = 100%).

Im unteren Diagramm der Abb. 19 ist der Kraft-Zeit-Verlauf der Versuchsreihen
5-ALA 0,3 mM mit Bay K Applikation und die 5-ALA 0,3 mM Zeitkontrolle dar-
gestellt. Auch hier zeigt die Versuchsreihe mit kombinierter 5-ALA und Bay K
Applikation ein erhohtes Tonusniveau im Vergleich zur 5-ALA Zeitkontrolle, wel-
ches sich bei einer Konzentration von 0,1 uM Bay K unter Beleuchtung (4.-6.
Beleuchtungszyklus) ausbildet.

Ein zweiter stirkerer Anstieg im Tonus ist durch Erhéhung der Bay K Konzentra-

tion um 1 uM und Beleuchtung (7.-9. Beleuchtungszyklus) in der Versuchsreihe
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mit kombinierter Applikation festzustellen. Der endprozeduale Tonus in dieser

Versuchsreihe betrigt 161,84 + 24,52 % und der ACh Endwert betrigt 180,78 +

28,60 %.
Harnblase
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Abb. 19 Wirkung von Licht im Kraft-Zeit-Verlauf auf den glatten Muskel der mit ACh

1 uM voraktivierten Versuchsreihen der Harnblase

Dargestellt sind Mittelwerte und SEMs. Der Diagrammaufbau ist analog dem der Abb.

16, wo Versuchsreihen des Magenfundus gezeigt wurden. Der Stichprobenumfang der

abgebildeten Versuchsreihen betrug jeweils n=3. (Fortsetzung s. S. 54 unten)
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In der 5-ALA 0,3 mM Zeitkontrolle findet keine bedeutsame Beeinflussung des
Tonus durch Beleuchtung statt. Der Tonus bewegt sich im Bereich zwischen  -10
und 30 % von ACh max. Die gro3e Streuungsbreite ldsst keine exakteren Angaben
zum Tonus der 5-ALA Zeitkontrolle zu. Bei 30,32 + 47,80 % befindet sich der
Wert des endprozedualen Tonus der Zeitkontrolle und der ACh Endwert liegt bei
74,06 + 49,71 %.

Fortsetzung Abb. 19

Die oberen Kurven erhielten als Substanzapplikation 5-ALA und Bay K (/ = mit Bay K).
Die unteren Versuchsreihen stellen 5-ALA Zeitkontrollen dar (> / ) = ohne Bay K). Auch
bei der Harnblase weichen die ersten 3 Beleuchtungswerte der 4 Versuchreihen nicht
stark voneinander ab und wurden somit im unteren Diagramm vernachldssigt.

Bei den Versuchsreihen mit der kombinierten Gabe von 5-ALA und Bay K ist eine deutli-
che Zunahme der Kraft infolge der Beleuchtung zu bemerken, vergleichbar mit den Be-
funden bei den Versuchsreihen mit der kombinierten Gabe aus 5-ALA und Bay K des Ma-
genfundus in Abb. 16. Die Kraftzunahme ist am grofiten in der Versuchsreihe 5-ALA 0,3
mM und Bay K 1 uM Applikation. Bis auf den ACh Endwert der 5-ALA 0,3 mM Zeitkon-
trolle liegen alle ACh Endwerte iiber dem Wert des ACh 10 uM Ausgangsniveaus.
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3.4 Zusammenfassende Tonusverinderungen unterschiedlicher glatt-
musklulirer Organe durch alleinige und kombinierte Wirkung von

5-ALA, (-) Bay K 8644 und Licht

Da 5-ALA sowohl bei der PDT, als auch bei der PDD an unterschiedlichen Orga-
nen eingesetzt wird (s. Abschn. 1.1.1), wurde in den folgenden Ausfiihrungen die
5-ALA Wirkung zusammenfassend an verschiedener glatter Muskulatur betrach-
tet. Die getesteten glattmuskuldren Organe wurden hinsichtlich ihrer Tonusverén-
derung durch unterschiedliche Kombinationen der lichtsensitiven Substanzen und
Beleuchtung untersucht. In den Ergebnissen wurden die verschiedenen Priparate-
typen zu gleichen Teilen beriicksichtigt. Lediglich drei Antrum- und ein Portalve-
nenpriparat erfiillten die unter 2.4 beschriebenen Anforderungskriterien nicht und
konnten deshalb in der Auswertung nicht mit beriicksichtigt werden.

Das Auswertungsverfahren gestaltete sich komplizierter als bei einer einfachen
pharmakologischen Studie. Dies ist zum einen zuriickzufiihren auf die unter-
schiedlichen Préparatetypen und zum anderen auf die Metabolisierung von 5-ALA
in wirksame Metabolite. Sichtbare Verdnderungen im Tonus der Priparate konnen
demzufolge nicht nur unmittelbar nach Substanzapplikation registriert werden,
sondern auch nach einer definierten Inkubationszeit von 5-ALA.

Eine Testung auf Signifikanz wurde je nach Fragestellung mit dem t-Test fiir ver-

bundene oder unabhingige Stichproben durchgefiihrt.

3.4.1 Abgestufte motorische Antworten durch Konzentrations- und

Kombinationsunterschiede im Kraft-Zeit-Verlauf

In Abb. 20 sind Kraft-Zeit-Verldufe dargestellt, die analog dem Verfahren aus
3.3.1 konzipiert wurden. Die Versuchsreihen bestanden aus glattmuskuldren Pré-
paraten des Magenfundus, des Magenantrums, der Portalvene und der Harnblase.
Abgebildet sind Mittelwerte, SEMs und signifikante Unterschiede auf dem 5% (*)

oder 1% Niveau (**),
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Abb. 20a zeigt den Vergleich der beiden unterschiedlichen 5-ALA Zeitkontrollen
(0,1 mM und 0,3 mM). Es fillt auf, dass die Kraft-Zeit-Verldufe die ersten 120
min parallel verlaufen und keine signifikanten Unterschiede bestehen. Ab der 150.
min (5. Beleuchtungsphase) nimmt die Kraft in der 5-ALA 0,3 mM Zeitkontrolle
signifikant bis zur 7. Beleuchtungsphase ab (-0,41 = 11,87%). Da zu Beginn der
passive Tonus als Nulllinie definiert wurde, kann ein Tonusverlust iiber die Zeit
festgestellt werden. Der endprozeduale Tonus, definiert als Tonus nach Ausspiilen
der Substanzen, ist im Vergleich der beiden 5-ALA Zeitkontrollen nicht signifi-
kant unterschiedlich (-0,41 = 9,01% 5-ALA 0,1 mM und 7,99 + 25,51% 5-ALA
0,3 mM). Auch die ACh Endwerte (max. Tonus nach ACh 10 uM Applikation am
Versuchsende) zeigen keine signifikanten Unterschiede bei einem P = 0,064
(104,41 £7,82% 5-ALA 0,1 mM und 54,80 + 21,59% 5-ALA 0,3 mM).

Die Gegeniiberstellung der 5-ALA 0,1 mM Zeitkontrolle mit der Versuchsreihe
5-ALA 0,1 mM + Bay K Applikation ist in Abb. 20b zu erkennen. Es ldsst sich
feststellen, dass die beiden Kurven bis zur erstmaligen Bay K Applikation iden-
tisch verlaufen. Ab der 134. min steigt die Kraft in der Versuchsreihe mit Bay K
unter Beleuchtung an. Signifikante Unterschiede zwischen der 4. und 6. Beleuch-
tungsphase bestehen allerdings nicht. Durch Erhohung der Bay K Konzentration
um 1 uM nach der 6. Beleuchtungsphase lédsst sich nochmals ein Kraftanstieg in
der Versuchsreihe mit Bay K Applikation erkennen. Die Unterschiede zwischen
den beiden Versuchsreihen sind signifikant unterschiedlich zwischen der 7. und 9.
Beleuchtungsphase. Die endprozedualen Toni weisen ebenfalls einen signifikanten
Unterschied auf (-0,41 = 9,01% ohne Bay K und 70,21 + 21,78% mit Bay K). Fiir
den ACh Endwert lédsst sich kein signifikanter Unterschied erkennen (104,41 +
7,82% ohne Bay K und 103,66 + 21,74% mit Bay K).
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Abb. 20 Gegeniiberstellung von Versuchsreihen bestehend aus glatter Muskulatur von

Magenfundus, Magenantrum, Portalvene und Harnblase (Fortsetzung s. S. 58 unten)
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Die 5-ALA 0,3 mM Zeitkontrolle und die Versuchsreihe mit der kombinierten
Gabe aus 5-ALA 0,3 mM und Bay K sind in Abb. 20c dargestellt. Die ersten 3
Beleuchtungswerte wurden im unteren Diagramm nicht beriicksichtigt, da sie
nicht von denen aus Abb. 20b abweichen. Es besteht eine signifikante Unter-
scheidbarkeit der beiden Versuchsreihen auf dem 1% Niveau von der 4. bis zur 9.
Beleuchtungsphase. Nach erstmaliger Bay K Applikation nimmt die Kraft in der
Versuchsreihe mit Bay K deutlich unter der Lichtzufuhr zu. Im Anschluss an die
Konzentrationserhohung von Bay K um 1 uM {iibersteigt die Kraft die ACh 10 uM
Referenz und demzufolge den maximalen ACh Wert. Die endprozedualen Toni
(7,99 £ 25,51% ohne Bay K und 118,01 £ 15,39% mit Bay K) sind ebenfalls sig-
nifikant unterschiedlich auf dem 1% Niveau. Die ACh Endwerte (54,80 + 21,59%
ohne Bay K und 122,41 + 18,04% mit Bay K) erfiillen die Signifikanzkriterien des

5% Niveaus.

Fortsetzung Abb. 20

Die Versuchsreihen bestanden aus 5-ALA Zeitkontrollen (0,1 mM und 0,3 mM), sowie
5-ALA (0,1 mM und 0,3 mM) in Kombination mit Bay K. Dargestellt sind Mittelwerte,
SEMs und signifikante Unterschiede auf dem 5% (*) oder 1% Niveau (**).
a) Vergleich der 5-ALA Zeitkontrollen ( 0,1 mM und 0,3 mM)

b) Vergleich der 5-ALA 0,1 mM + Bay K Versuchsreihe (/ n=15) mit der 5-ALA 0,1 mM
Zeitkontrolle (> n=8)

c) Vergleich der 5-ALA 0,3 mM + Bay K Versuchsreihe (/ n=11) mit der 5-ALA 0,3 mM

Zeitkontrolle ( n=7)
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3.4.2 Signifikanztestung aller Praparate hinsichtlich der Grofien:
Endprozedualer Tonus, Reagibilitiit, Kontraktilitit und Bay K Effekt

Verglichen und auf Signifikanz getestet wurden folgende Versuchsreihen:

e ACh 1 uM Zeitkontrolle
e 5-ALA 0,1 mM und 0,3 mM Zeitkontrollen (ohne Bay K)
¢ kombinierte Applikation 5-ALA (0,1 mM und 0,3 mM) und Bay K

Eine Zusammenfassung aller Priparate ist in der Auswertung vorgenommen wor-

den, da Ahnlichkeiten in der Reaktionsweise zu beobachten waren.

3.4.2.1 Endprozedualer Tonus

Eine Verdnderung der Grundaktivitit der Priparate nach Beendigung der Beleuch-
tungsphasen und Ausspiilen der Substanzen wird durch den endprozedualen Tonus
charakterisiert (s. Abschn. 3.3.1). Er zeigt an, ob sich die Priparate durch die Be-
handlung mit den lichtsensitiven Substanzen und der Beleuchtung in ihrer Grund-
aktivitdt verdndert haben. Er kann als Indikator fiir intrazelluldre Verdnderungs-
vorginge angesehen werden, die eine Tonuserhohung bewirken.

Signifikante Unterschiede lassen sich zwischen den Versuchsreihen aller Priparate
mit und ohne Bay K Applikation feststellen, die qualitativ den Ergebnissen beim
Magenfundus und bei der Harnblase entsprechen. Diese Unterschiede bestehen
einerseits in einem erhohten endprozedualen Tonus bei den Versuchsreihen mit
kombinierter 5-ALA und Bay K Applikation gegeniiber den 5-ALA Zeitkontrollen
mit identischer alleiniger 5-ALA Applikation. Andererseits unterscheiden sich die
Versuchsreihen mit Bay K signifikant von der ACh 1 uM Kontrolle durch einen
erhohten endprozedualen Tonus. Die 5-ALA Zeitkontrollen weisen keine signifi-

kante Unterscheidbarkeit gegeniiber der ACh Kontrolle auf.
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3.4.2.2 Reagibilitit

Zur Beschreibung der noch vorhandenen Funktionalitit der Priparate am Ende
des Versuchs wurde als Darstellungsform die Reagibilitidt auf ACh gewihlt. Die
Reagibilitit ist charakterisiert als Differenz des ACh 10 uM Endwertes und des
endprozedualen Tonus. Nachfolgend wird das Ergebnis ins Verhiltnis zur ACh 10
uM Referenz vom Versuchsbeginn gesetzt. Der Wert Reagibilitit reprisentiert
demzufolge die maximale Tonuszunahme der Muskelstreifen durch ACh 10 uM
Applikation. Abb. 21 zeigt Mittelwerte, SEMs und auf dem 5% (*) oder 1% Ni-
veau (**) signifikante Unterschiede der Reagibilitdt der Versuchsreihen aller Pri-
parate sowie vergleichend die Ergebnisse der Reagibilitdt von Magenfundus- und
Harnblasenversuchsreihen. Die Magenfundus- und Harnblasenversuchsreihen sind
in den Versuchsreihen aller Priparate mit inbegriffen.

Durch kombinierte Applikation von 5-ALA und Bay K nimmt die Reagibilitit ab.
Diese Abnahme féllt umso groBer aus, je hoher die 5-ALA Konzentration in der
Kombination ist. Auch bei alleiniger Applikation von 5-ALA ist eine Abnahme
der Reagibilitit gegeniiber der ACh Kontrolle zu erkennen, die ebenfalls umso
grofer ausfillt, je hoher die 5-ALA Konzentration ist. AuBBerdem ist festzustellen,
dass die Versuchsreihen mit der Kombination 5-ALA und Bay K gegeniiber den
Versuchsreihen mit alleiniger 5-ALA Applikation in identischer Konzentration
eine niedrigere Reagibilitidt aufweisen.

Zu bemerken ist, dass obwohl eine Diversitit der Priparatetypen gegeben ist, ge-
meinsame Effekte festzustellen sind. Unterschiede bestehen lediglich in der Quan-
titdt der einzelnen Reagibilitidtswerte beim Vergleich der Versuchsreihen aller Pri-
parate mit denen von Magenfundus und Harnblase. Die Versuchsreihen des
Magenfundus mit der kombinierten Gabe von 5-ALA und Bay K zeigen eine
gro3e Abnahme der Reagibilitdtswerte, wohingegen bei der Harnblase nur kleine
Verdnderungen wahrnehmbar sind.

Die Reagibilitit einiger Priparate wurde ein zweites Mal getestet nach einer 24
stiindigen Organbadzeit, die sich an das 240 min dauernde Versuchsprogramm

anschloss. Wihrend dieser 24 Stunden wurden die Prédparate weiterhin begast und
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konstant auf 37 °C erwéarmt. Bis auf die Praparate der ACh Kontrollreihe reagierte

keines der Prédparate mehr addquat auf eine ACh Applikation.
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alle Priparate 175 - y
B mit BayK
% 125
175 - H ohne BayK =
O mit BayK g 751
s
><- >
s 125 ® 25 i
e ==
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Abb. 21 Reagibilitiit aller Prdparate und vergleichend dargestellt die Reagibilitit von
Magenfundus und Harnblase

Bei den Versuchsreihen aller Prdparate handelt es sich um Muskelstreifen von Magen-
fundus, Magenantrum, Portalvene und Harnblase. Ein Auszug der Werte fiir Magenfun-
dus und Harnblase, jede Versuchsreihe mit einem n=3, sind in der Abbildung rechts dar-
gestellt. Abgebildet sind Mittelwerte, SEMs und auf dem 5% (*) oder 1% Niveau (**)
signifikante Unterschiede. Die Zahlen am linken Bildrand der Abbildung aller Priparate
reprdsentieren die Signifikanztestungen zwischen unterschiedlichen Versuchsreihen .
Auffillig ist die starke Abnahme der Reagibilitdt bei den Versuchsreihen mit der kombi-

nierten Gabe von 5-ALA und Bay K am Magenfundus.
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3.4.2.3 Kontraktilitit

Die Grofle Kontraktilitit beschreibt die Tonusveridnderung durch Applikation von
ACh 10 uM am Versuchsende, analog dem ACh Endwert. Von diesem Wert wurde
die passive Vordehnung, die am Versuchbeginn gemessen wurde, subtrahiert und
das Ergebnis in Bezug zur ACh 10 uM Referenz gesetzt. Die Kontraktilitdt defi-
niert folglich den maximal erzielten Tonus nach ACh Applikation am Versuchs-
ende.

In Abb. 22 fillt auf, dass in den Versuchsreihen aller Préaparate sich von der ACh
1 uM Kontrolle nur die 5-ALA 0,3 mM Zeitkontrolle signifikant unterscheidet
(109,11 + 7,19% ACh Kontrolle und 54,80 + 21,59% 5-ALA 0,3 mM Zeitkontrol-
le). Ein weiterer signifikanter Unterschied in den Versuchsreihen aller Priparate
besteht zwischen 5-ALA 0,3 mM ohne und mit Bay K. Die Versuchsreihe ohne
Bay K erreicht deutlich niedrigere Kontraktilitatswerte im Vergleich zur Versuchs-
reihe mit Bay K Applikation. Des Weiteren ist zu erkennen, dass in den Versuchs-
reihen ohne Bay K die Kontraktilitdt umso niedriger ist, je hoher die 5-ALA Kon-
zentration war.

Betrachtet man die Werte der Kontraktilitat des Magenfundus und der Harnblase,
welche in den Kontraktilititswerten aller Priparate mit eingeschlossen sind, so
fallt auf, dass dhnliche Effekte im Vergleich mit den Versuchsreihen aller Prépara-
te auftreten. Trotz der funktionell verschiedenartigen Muskelpriparate sind quali-
tative Gemeinsamkeiten in der Reaktionsweise auf die 5-ALA, Bay K und Licht
Applikation zu erfassen. Die Harnblase erreicht im Vergleich zu den Versuchsrei-
hen aller Priparate und zu den Magenfundusversuchsreihen die hochsten Kontrak-

tilitatswerte in der Kombination 5-ALA und Bay K.
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Abb. 22 Kontraktilitit aller Priparate und vergleichend dargestellt die Kontraktilitit

von Magenfundus und Harnblase

Die Versuchsreihen aller Priparate beinhalteten Muskelstreifen des Magenfundus, des

Magenantrums, der Portalvene und der Harnblase. In der Abbildung rechts sind Ausziige

des Magenfundus und der Harnblase gesondert hervorgehoben mit jeweils einem n=3. Zu

sehen sind Mittelwerte, SEMs und auf dem 5% (*) oder 1% Niveau (**) signifikante Un-

terschiede. Die Zahlen am linken Bildrand der Abbildung aller Priparate reprisentieren

die Signifikanztestungen zwischen unterschiedlichen Versuchsreihen. Die hochsten Kon-

traktilititswerte sind bei den Versuchsreihen der Harnblase mit der Kombination aus

5-ALA und Bay K zu finden.
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3.4.2.4 Bay K Effekt

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Bay K Konzentrationen in der Kombina-
tion mit 5-ALA auf den Tonus der Versuchsreihen aller Priparate bestimmen zu
konnen, wurden Mittelwertbildung der 3 Beleuchtungszyklenwerte einer Bay K
Konzentrationsstufe ermittelt (s. Abschn. 2.2.3). Die Ergebnisse sind in % von
ACh max. angegeben.

Es war festzustellen, dass eine hohere Bay K Konzentration innerhalb einer Ver-
suchsreihe mit festgelegter 5-ALA Konzentration zu einer erhohten Kontraktilitat
fiihrt. Signifikante Unterschiede im t-Test fiir verbundene Stichproben auf dem
1% Niveau bestehen sowohl bei der Versuchsreihe mit 5-ALA 0,1 mM (54,69 +
10,90% Bay K 0,1 uM und 83,54 + 17,70% Bay K 1 uM), wie auch bei der Ver-
suchsreihe mit 5-ALA 0,3 mM (91,33 + 15,00% Bay K 0,1 uM und 150,50 +
18,54% Bay K 1 uM). Dariiber hinaus fiel auf, dass im Vergleich der Versuchsrei-
hen 5-ALA 0,1 mM und 5-ALA 0,3 mM signifikante Unterschiede auf dem 5%
Niveau im t-Test fiir unabhingige Stichproben bei identischen Bay K Konzentra-
tionen zu sehen waren (s. Abb. 26).

Es ldsst sich ableiten, dass je hoher die 5-ALA und Bay K Konzentration in der
Kombination in einer Versuchsreihe ist, desto groler wird der erzielte Tonus in %

von ACh max., ausgelost durch die Beleuchtung mit 8 klx.

3.5 Einfluss von 5-ALA und (-) Bay K 8644 auf die intrazelluliire Ca*

Konzentration und den Tonus

Um der Arbeitshypothese nachzugehen, ob die abgestuften motorischen Antwor-
ten im Organbad Ausdruck der intrazelluldren Ca®* Homdostase sind, wurden
Ca®* Fluoreszenzmessungen mit Fura-2 durchgefiihrt. Die Bestimmung der intra-
zelluliiren Ca®* Konzentration und die gleichzeitige Registrierung des Muskelto-
nus erwiesen sich als eine sehr aufwendige Datenerhebung. Wie schon unter 2.3
erldutert wurde, stellte die Beleuchtung der Préparate auf der einen Seite und die
Registrierung der einzelnen Photonen im Photomultiplier auf der anderen Seite

die grofite Herausforderung dar. Durch die Entwicklung der automatisch
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geschalteten Shutteranlage konnten beide Anforderungen erfiillt werden. Zudem
wurden die Versuche im abgedunkelten Labor durchgefiihrt und der gesamte Mik-
roskopkomplex in einen optisch dichten Kifig eingebettet. Dieser Kéfig bestand
aus einem Drahtgeflecht mit schwarzer, strahlenabsorbierender Folie. Durch die
abgedunkelte Messkammer konnte eine Verfilschung der Photonenmessung durch
Hintergrundrauschen minimal gehalten werden. Zur Beleuchtung der Priparate
wurde die Glasfaser von extern durch den optischen Kifig eingefiihrt und die Ein-
trittsstelle versiegelt.

Eine weitere Erschwernis stellte das Auffinden der optimalen Versuchsbedingun-

gen dar. Zu diesen zdhlten:

¢ Fura-2-AM Konzentration und Inkubationszeit

e Beleuchtungszyklendauer und — anzahl

e Beleuchtungsabstand zum Préparat

e Prizises und scharfes Einstellen der Priparate mit dem Mikroskop
e Begasungsstirke (Blasenbildung)

e optimales Einspannen der Priparate im Myographen, um Reibungswerte so

gering wie moglich zu halten

e sorgsame Substanzapplikation bei der das exakt justierte Priparat nicht beriihrt

werden durfte

Die ermittelten Ca** Werte reprisentieren Relativwerte. Die zugehorige Messgro-
Be heilit Ratio. Wie schon unter 2.3.1 beschrieben, wurde die Ratio gewihlt, da
Relativwerte eine bessere Vergleichbarkeit der Prédparate zulassen und Absolut-
werte anfélliger gegeniiber Storfaktoren sind.

Die Messungen wurden an Pridparaten des Magenfundus und der Harnblase
durchgefiihrt, den 2 charakteristischen Priparaten fiir unterschiedliche Ca** Akti-

vierungsprozesse (Golenhofen 1976).
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3.5.1 Ergebnisse einzelner Fluoreszenzmessungen am Magenfundus und an

der Harnblase

Das Fluoreszenzsignal wurde alle 20 sec iiber einen Zeitraum von 2 sec gemessen
(s. Abschn. 2.3.3). Wihrend der Messzeit wurde die Lichtquelle automatisch ab-
geblendet und die Messkammer auf diesem Wege dunkel gehalten. Die Messrate
betrug 100 Punkte/sec Demzufolge reprisentieren die Mittelwerte im Diagramm
jeweils einer Mittelung aus 200 Datenpunkten. Ein Beleuchtungszyklus dauerte
ca. 7,3 Minuten und beinhaltete 20 Messintervalle. Ein Messintervall setzte sich
zusammen aus 20 sec Beleuchtung mit 8 kix. Leuchtstirke und 2 sec Messphase.
Begonnen wurde bei jedem Beleuchtungszyklus mit der Fluoreszenzregistrierung.
Insgesamt durchlief jedes Priparate 3 Beleuchtungszyklen. Zwischen den einzel-
nen Zyklen herrschten Dunkelphasen mit identischer Zeitdauer zu den Beleuch-
tungszyklen.

Die simultane Messung des Ca** Signals und des Muskeltonus wihrend des
1. Beleuchtungszyklus an einem einzelnen Magenfunduspréparat ist in Abb. 23 zu
sehen. Die Messung eines Harnblasenpridparates ist in Abb. 24 portraitiert.
Bei dem mit 5-ALA 0,1 mM und Fura-2-AM vorinkubierten Priparat des Magen-
fundus (s. Abschn. 2.3.2) wurde zunichst die Reaktion auf ACh getestet, um die
Vitalitit des glatten Muskels zu iiberpriifen und das Priparat vorzuaktivieren. An-
schlieBend wurde Bay K 1uM appliziert und das Beleuchtungsprogramm gestar-
tet. Im Unterschied zum Magenfundus wurden die Harnblasenpriparate mit 5-
ALA 0,3 mM vorinkubiert. Die Vorinkubation mit Fura-2-AM und die Applikati-
on von Bay K erfolgten in dergleichen Weise und Konzentration wie beim Magen-
fundus.

Die Tonus- und Ratioverdnderungen zu unterschiedlichen Messintervallen sind

durch manuell eingefiihrte Trendlinien A und B charakterisiert.
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Abb. 23 Simultane Registrierung von Tonus (% von ACh max.) und Fluoreszenzemis-
sion (Ratio) an einem Magenfunduspriparat wahrend des 1. Beleuchtungszyklus
Das Priparat wurde mit 5-ALA 0,1 mM vorinkubiert und mit ACh 1 uM aktiviert. Vor
Beleuchtungsbeginn wurde Bay K 1 uM appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte und
SEMs der einzelnen Messintervalle. Ein Messintervall setzt sich zusammen aus 2 sec Re-
gistrierungsphase in Dunkelheit mit 100 Messpunkten pro sec und 20 sec Beleuchtungs-
phase mit 8 klx. Die manuell eingezeichneten Geraden A und B stellen Trendlinien dar.
Trendlinie A charakterisiert eine Anstiegsphase, Trendlinie B eine Plateauphase. An-
stiegssteilheit und A-B Ubergang sind im Vergleich der Tonus- und Ratiokurve des Ma-

genfundus anndhernd identisch.
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Am Magenfundus (s. Abb. 23) nimmt der Tonus nach initialem Abfall im 1. Mess-
intervall zu (Anstiegsphase A) und erreicht ab dem 11. Beleuchtungsintervall ein
Plateau (Plateauphase B). Das Niveau des Tonusplateaus liegt unterhalb des Aus-
gangstonus, welcher vor der 1. Beleuchtung herrschte. Die Kurve des Ca** Signals
zeigt eine wechselnde Eigenrhythmizitit mit Periodenzeiten zwischen 2 und 4
Messintervallen (44 sec bis 88 sec). Des Weiteren ist eine Anstiegsphase A und
eine Plateauphase B der Ratio zu erkennen, die ebenfalls manuell eingezeichnet
wurden und sich zeitlich parallel zu den Trendlinien des Tonus verhalten. Zugleich
ist die Anstiegsphase A der Ratio anndhernd gleichstark ansteigend wie die der
Tonuskurve. Die Ratio steigt von 0,52 + 0,0056 auf 0,54 + 0,0056 iiber die Zeit-
dauer des Beleuchtungszyklus an.

Bei Betrachtung der Tonuskurve der Harnblase (s. Abb. 24) ist ebenfalls eine An-
stiegsphase A bis zum 11. Messintervall zu vermerken mit darauf folgendem
Tonusplateau B. Die Tonuskurve der Harnblase zeigt dariiber hinaus eine Eigen-
rhythmizitit mit Periodendauern zwischen 2 und 3 Messintervallen (44 sec bis 66
sec). Eine Eigenrhythmizitét ldsst sich auch bei der Ratiokurve der Harnblase er-
kennen. Diese zeigt bis zum 7. Messintervall eine Periodendauer von 2 Messin-
tervallen (44 sec). Nachfolgend nimmt die Periodendauer zu und weist Zeiten
zwischen 3 und 6 Messintervallen auf (66 sec bis 132 sec). Die Anstiegsphase A
zeigt einen Ratioanstieg bis zum 7. Messintervall, an dem sich ein Plateau B an-
kniipft. Anstiegs- und Plateauphase von Tonus und Ratio treten zeitlich nicht si-
multan auf. Die Ratiokurve erreicht das Plateau zeitlich vorausgehend. Demge-
geniiber weisen die Anstiegsphasen A von Tonus- und Ratiokurve nahezu
identische Anstiegssteilheiten auf. Insgesamt nimmt die Ratio iiber die 21 Messin-
tervalle der Harnblase von 0,57 + 0,005 auf 0,59 + 0,006 zu.

Beim Vergleich der Diagramme von Magenfundus und Harnblase lassen sich Ge-
meinsamkeiten feststellen. Beide Priparate weisen Anstiegs- und Plateauphasen
wihrend des Beleuchtungszyklus sowohl in der Tonus-, wie auch in der Ratiokur-

ve auf. Variabilitidten bestehen zwischen Magenfundus und Harnblase hinsichtlich
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der quantitativen Auspragung der Anstiegssteilheit und der Plateauphase.
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Abb. 24 Simultane Registrierung von Tonus (% von ACh max.) und Fluoreszenzemis-
sion (Ratio) wdihrend des 1. Beleuchtungszyklus an einem Prdparat der Harnblase
Mit 5-ALA 0,3 mM wurde das Prdparat vorinkubiert und Bay K I uM vor Beleuchtungs-
beginn appliziert. Illustriert sind Mittelwerte und SEMs der einzelnen Messintervalle,
analog der Abb. 23. Bei der Betrachtung der manuell eingezeichneten Trendlinien A und
B ist zu erkennen, dass Tonus und Fluoreszenzemission je eine Anstiegs- und eine Pla-
teauphase besitzen. Die Fluoreszenzemission erreicht das Plateau zeitlich friiher, als der

Tonus. Die Anstiegsteilheiten von Tonus- und Ratiokurve sind nahezu iibereinstimmend.
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Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den Tonus- und intrazelluldren
Ca®™* Verinderungen beim Magenfundus und bei der Harnblase herauszuarbeiten,
wurden Kreuzkorrelationen zwischen den Tonus- und Ratiowerten der jeweiligen
Messintervalle eines Beleuchtungszyklus gerechnet. Kreuzkorrelationen beschrei-
ben die Korrelation zweier Signale bei unterschiedlichen Zeitverschiebungen
(lags). Gerechnet wurde mit einem lag von 7, welches 7 Zeitverschiebungen a 22
sec beschreibt. Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass die Korrelationsma-
xima des Kraft- und Ca** Signals beim Magenfundus und bei der Harnblase Werte
zwischen -0,5 und 0,5 einnehmen. Folglich ist weder eine gleich- noch eine ge-
gensinnige Wechselbeziehung zwischen dem Kraft- und Ca®* Signal zu vermuten.
Ursiichlich fiir die vorhandenen Oszillationen des Ca®*- und Kraftsignals mit
Periodizititszeiten im Bereich von 22-154 sec konnten Cajal-Zellen sein, die
durch die Applikation von 5-ALA und Bay K mit anschlieBender Beleuchtung
aktiviert wurden. Eine Interferenz bzw. Stérung der endogenen Organrhythmizitét

des Magenfundus und der Harnblase wire demnach vorstellbar.

3.5.2 Verinderung des intrazelluliren Ca’" und der Kraft iiber 3 Beleuch-

tungszyklen an Priparaten des Magenfundus und der Harnblase

Mit dem Ziel einen moglichen Effekt der Mehrfachbeleuchtung herauszuarbeiten,
wurden Analysen der Plateauphasen B der Tonus- und Ratiokurve iiber die Dauer
der 3 Beleuchtungszyklen (B;.3) am Magenfundus und an der Harnblase durchge-
fiihrt. Die Plateauphase ist von Bedeutung, da sich hier ein Steady State der
Tonus- und Ca®* Werte eingestellt hat und dieser sich priizise vergleichen lisst.
Die Muskelstreifen wurden mit 5-ALA (0,1 mM am Magenfundus und 0,3 mM an
der Harnblase) und Fura-2-AM vorinkubiert und mit Bay K 1 uM nach ACh 1 uM
Aktivierung kombiniert (s. Abschn. 3.5.1).
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Da das Messverfahren sehr aufwendig und storanfillig war, konnten von den ins-
gesamt 8 getesteten Prédparaten der Versuchsreihe des Magenfundus nur 5 in die
erste, 4 in die zweite und 3 in die dritte Beleuchtungszyklusgruppe mit einflieBen.
Bei der Harnblase wurden 8 Muskelstreifen getestet, von denen im 1. Beleuch-
tungszyklus 6, im 2. Zyklus 4 und im 3. Zyklus 3 die unter 2.4 beschriebenen Ein-
schlusskriterien erfiillten.

Alle Préparate wiesen eine Anstiegsphase A und eine Plateauphase B unter den
3 Beleuchtungszyklen auf. Der Beginn der Plateauphase setzte sowohl bei der
Tonus- wie auch bei der Ratiokurve beim Magenfundus und bei der Harnblase zu
unterschiedlichen Messintervallzeitpunkten im Verlauf der Beleuchtungszyklen
1-3 ein. Diese Gegebenheit wurde in der Auswertung beriicksichtigt. Die Veridnde-
rung der Ratiowerte wurde in % der Ratioreferenz beschrieben. Dabei ist die Ra-
tioreferenz der gemessene Ratiowert bei Voraktivierung der Pridparate mit
ACh 1 uM am Versuchsbeginn.

In Abb. 25 ist die Entwicklung der Plateauphasen B3 der Tonus- und Ratiokurve
zu sehen. Nicht signifikante Anderungen des Tonus, Ab- und Zunahmen, lassen
sich beim Magenfundus {iiber die 3 Beleuchtungszyklen erkennen, bei lediglich
marginaler Ca®* Zunahme. Im Unterschied dazu lisst sich bei der Harnblase eine
Zunahme des Tonus der Plateauphasen B3 erkennen, die zwischen dem 1. und 2.
Beleuchtungszyklus auf dem 5 % Niveau signifikant unterschiedlich ist. Die Pla-
teauphasen der Ratiokurven der Harnblase zeigen analog den Ergebnissen beim
Magenfundus keine, bzw. kaum merkliche Zunahmen iiber die Dauer der 3 Be-
leuchtungszyklen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Mehrfachbeleuchtungen in erster Linie
einen Einfluss auf den Muskeltonus von Magenfundus- und Harnblasenpriparaten
ausiiben. Ausgelost durch die Beleuchtung steigt das intrazellulidre Ca”™, als Sig-
nalstoff der Kontraktion, in den Muskelzellen der 5-ALA und Bay K behandelten
Magenfundus- und Harnblasenpriparate im Vergleich der Plateauphasen B3
lediglich marginal an. Beim Magenfundus und bei der Harnblase liegen die

Plateauwerte der Ratio bereits ab dem 1. Beleuchtungszyklus oberhalb der
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Ratioreferenz von 100%. Dies konnte auf einen durch die Bay K Applikation her-

vorgerufenen Ca® Anstieg zuriick zu fiihren sein.

Tonus Ratio
e * 150 -
g K_H ?,
S 30 2 100
< S
c =
g o
o\o 15 °\° 50
0- 0-
1. 2. 3. 1. 2. 3.
Beleuchtungszyklen Beleuchtungszyklen

Abb. 25 Entwicklung der Plateauphasen B der Tonus- und Ratiokurven wihrend der 3
Beleuchtungszyklen an Priparaten des Magenfundus und der Harnblase

Alle Priparate wurden mit 5-ALA (0,1 mM beim Magenfundus und 0,3 mM bei der
Harnblase) vorinkubiert, mit ACh I uM aktiviert und erhielten vor Beleuchtungsbeginn
Bay K 1 uM. Die Ratioreferenz ist der gemessene Ratiowert bei Voraktivierung der Prd-
parate mit ACh 1 uM. Dargestellt sind Mittelwerte, SEMs und signifikante Unterschiede
auf dem 5% Niveau (*).

l = Magenfundus, n = 5 (1. Zyklus), 4 (2. Zyklus) und 3 (3. Zyklus)

= Harnblase, n = 6 (1. Zyklus), 4 (2. Zyklus) und 3 (3. Zyklus)

Am Magenfundus lassen sich nicht signifikante Tonusabnahmen und —zunahmen iiber die
3 Beleuchtungszyklen ausmachen, bei keinem bzw. lediglich marginalem Anstieg des Ca®*
Plateauwertes. Im Gegensatz zum Magenfundus ist bei der Harnblase eine Tonuszunahme
iiber die 3 Beleuchtungszyklen zu erkennen. Die Plateauphasen der Ratiokurve weisen
hingegen bei der Harnblase ebenfalls keine, bzw. geringfiigige nicht signifikante Anstiege

iiber die Dauer der 3 Beleuchtungszyklen auf.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die kombinierte Wirkung von 5-Aminolédvulinsidure
(5-ALA), ein in der photodynamischen Therapie und Diagnostik (PDT / PDD)
eingesetzter Photosensitiser, und Bay K 8644, ein L-Typ Ca** Kanaloffner an
glattmuskuldren Organen untersucht. Der Fokus der Untersuchungen lag auf der
Lichtabhingigkeit der Reaktionen. Die Versuche wurden daher mit und ohne Be-
leuchtung (8 klx.) durchgefiihrt. Es wurde den Fragen nachgegangen, welche mo-
torischen Effekte sich durch eine systematische Kombination dieser lichtsensiti-
ven Substanzen erzielen lassen und ob durch das Applikations-Beleuchtungs-
Schema der Ca®* Haushalt der glatten Muskulatur beeinflusst wird. Dazu wurden
Kraftmessungen im konventionellen Organbad sowie mikroskopische Fluores-
zenzmessungen durchgefiihrt.

Die Lichtapplikation erfolgte in repetitiven Beleuchtungen. Dieses geschah zum
einen um die Lichtreaktionen genauer charakterisieren zu konnen und zum ande-
ren um den Effekt der Wirkungssteigerung der PDT durch fraktionierte Beleuch-
tung auszunutzen (van der Veen et al., 1994; Messmann et al., 1995). Die fraktio-
nierte Beleuchtung fiihrt zu einer Reoxygenierung der behandelten Areale in den
Dunkelphasen (Curnow et al., 2000). In der darauf folgenden Beleuchtungsphase
steht demzufolge mehr O, fiir die Bildung zytotoxischer O, Metabolite zur Verfii-
gung (Gomer und Razum, 1984).

4.1 Diskussion der Methodik
4.1.1 Organbadversuche

Um zufillige Messfehler so gering wie moglich zu halten, wurden alle Einfluss-
grofen des Organbades sorgfiltig iiberwacht. Hierzu zéhlten die Konstanthaltung
der Temperatur auf 37°C, die Sicherstellung der Begasung und die vor Versuchs-
beginn stets frisch zubereitete modifizierte Krebslosung. Vor jeder Versuchsdurch-
fiihrung wurde eine Eichung der Beleuchtungsanlage mittels eines Photometers

(Werkstitten Uni Marburg) direkt im Organbad durchgefiihrt. Ferner wurden vor
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jedem Versuch die zur Kraftmessung genutzten mechanischen Transducer mit

einem Messinggewicht geeicht.

4.1.2 Messungen mit dem Fluoreszenzmikroskop

Die Versuche mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden in einem abgedunkelten
Labor durchgefiihrt. Zusitzlich befand sich der gesamte Mikroskopkomplex in
einem optisch dichten Kifig, bestehend aus einem Drahtgeflecht mit schwarzer,
strahlenabsorbierender Folie. Diese Vorkehrungen waren erforderlich, um den
Effekt des Photobleachings so gering wie moglich zu halten. Als Photobleaching
wird die Abnahme der Porphyrinfluoreszenz von Geweben durch Lichteinstrah-
lung bezeichnet (Moan, 1986; Bezdetnaya et al., 1996). Durch das Photobleaching
entstehen phototoxisch wirkende Photoprodukte (Konig et al., 1993).

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Versuchsdurchfiihrung war die Konstanthal-
tung der Temperatur auf 37°C, da die Aufnahme von 5-ALA in die Zelle tempera-
turabhéngig ist (Fuchs et al., 1994). Folglich wurde eine Temperaturiiberwachung
der zur 5-ALA und Fura-2 Beladung benutzten Reagenzgefille sowie der Mess-

zelle im Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt.

4.2 Diskussion der Messergebnisse

4.2.1 Motorische Effekte durch Licht an mit 5-ALA und Bay K behandelter
iiberwiegend tonisch aktivierter Muskulatur am Beispiel des

Magenfundus

Unter Beleuchtung der alleinig mit 5-ALA inkubierten Muskelstreifen des Magen-
fundus zeigten sich vielfiltig ausgepridgte motorische Antworten. Hemmungen
und Aktivierungen des Tonus konnten zu unterschiedlichen Beleuchtungszeit-
punkten wahrgenommen werden. Der endprozeduale Tonus am Versuchsende
wies sowohl in der Zeitkontrolle 5-ALA 0,1 mM (ohne Bay K) wie auch in der
Zeitkontrolle 5-ALA 0,3 mM (ohne Bay K) negative Werte auf. Demzufolge kann

von einem Elastizititsverlust der Muskelstreifen ausgegangen werden. Urséchlich
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fiir diesen Elastizitdtsverlust konnen Schiden an biologischen Membranen und am
Zytoskelett sein. Hervorgerufen sind diese Verdnderungen durch reaktiven Singu-
lett-Sauerstoff (102) und weitere reaktive Sauerstoffspezies, welche wihrend der
PDT entstehen (Moan und Berg, 1992).

Cutler et al. konnten 1990 an Muskelstreifen des Magenfundus vom Kaninchen
zeigen, dass 5-ALA Applikation in Konzentrationen von 0,1 mM bis 0,3 mM zu
einer dosisabhiingigen Kontraktionszunahme innerhalb von Minuten fiihrt. Eine
Beleuchtung der Préiparate fand nicht statt. Die Effekte wurden durch Vorbehand-
lung der Muskelstreifen mit Prazosin, einem o-Adrenozeptorantagonist, abge-
schwiicht. Unsere Versuche konnten keine unmittelbare Kontraktionszunahme der
Magenfunduspriparate auf 5-ALA Applikation zeigen. Lediglich unter Beleuch-
tung war eine Zu- oder Abnahme des Tonus zu beobachten.

Durch Kombination von 5-ALA mit (-) Bay K 8644 konnte in unseren Experi-
menten sowohl in der Versuchsreihe 5-ALA 0,1 mM wie auch in der Versuchsrei-
he 5-ALA 0,3 mM eine stetige Tonuszunahme im Anschluss an die Bay K Appli-
kation festgestellt werden. Bereits ab der 1. Beleuchtung nach Bay K Applikation
ist eine deutliche Tonuserhohung im Vergleich zur 5-ALA Zeitkontrolle zu erken-
nen (vgl. Abb. 16). Nach 200 min ist der Tonus in der 5-ALA 0,3 mM + Bay K
Versuchsreihe mit einem Wert von 116,2 % von ACh max. um ca. 100 % hoher als
in der 5-ALA 0,3 mM Zeitkontrolle, welche einen ACh max. Wert von -16,7 %
nach 200 min besitzt. Nach Ausspiilen der Substanzen am Versuchsende wies der
endprozeduale Tonus fiir beide Versuchsreihen deutlich erhohte Werte auf, im
Vergleich mit dem Grundtonus der Préiparate, welcher am Versuchsbeginn gemes-
sen wurde. Die Grundaktivitit der Muskelstreifen des Magenfundus hat sich dem-
nach durch das Versuchsschema verdndert, was auf intrazelluldre Modifikations-
vorgédnge schlieBen ldsst. Derartige intrazelluldre Modifikationen konnten Folge
einer Aktivierung der 16slichen und der membrangebundenen Guanylat Cyclase
(GC) durch das bei der Beleuchtung aus 5-ALA entstehende PPIX und seiner De-
rivate sein (Ignarro et al. 1982; Lacombe und Eberentz-Lhomme, 1983; Waldman

et al., 1984). Eine nachfolgende Beeinflussung der am Kontraktionsvorgang
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beteiligten intrazelluldren Signalkaskaden ist anzunehmen. Denkbar wére eine
Hemmungsverstiarkung durch NO (16sliche GC) wie auch eine IP3 vermittelte
Aktivitdtszunahme (gebundene GC). Inwieweit diese Signalkaskaden mehr oder
weniger stark beeinflusst sind, gilt es zukiinftig in weiteren Experimenten zu
kldren.

Ebenfalls denkbar ist eine Beeinflussung des Membranpotentials und somit des
Aktivierungszustandes der Muskelzelle, ausgelost durch eine 5-ALA oder PPIX
vermittelte Hemmung der Na'/K'-ATPase (Avner et al., 1983; Russell et al.,
1983).

Sehr wahrscheinlich weisen die oben beschriebenen intrazelluliren Modifikatio-
nen auf eine eingeleitete Apoptose der Muskelzellen hin. Die durch eine 5-ALA
PDT eingeleitete Apoptose besitzt unterschiedliche intrazelluldre Angriffspunkte
und besteht aus komplexen Signalkaskaden. Direkte mitochondriale Photoschéaden
konnen eine Apoptose induzieren (Kessel und Luo, 1998) bzw. fiihren zu einer
Freisetzung proapoptotischer Substanzen, wie Cytochrom C mit nachfolgender
Aktivierung von Caspasen (Liu et al., 1996; Kroemer et al., 1998, Kriska et al.,
2005; Shahzidi et al., 2006). Des Weiteren ist reaktiver bei der PDT entstehender
Singulett-Sauerstoff ursdchlich fiir die Peroxidation von mitochondrialen
Membranlipiden. Diese peroxidierten Lipide sind frithe Initiatoren der Apoptose-
kaskade (Kriska et al., 2002). Eine weitere Apoptosesignalkaskade wird durch das
aus 5-ALA endogen metabolisierte PPIX aktiviert. PPIX bindet mit hoher Affini-
tdt an den peripheren mitochondrialen Benzodiazepin Rezeptor (PBR) (Verma et
al., 1987; Verma und Snyder, 1988; Verma et al., 1998). Der PBR stellt eine Ziel-
struktur der porphyrinvermittelten Phototoxizitdt dar (Ratcliffe und Matthews,
1995) und ist physiologisch an der Zellproliferation (Stepien et al., 1991) sowie
der mitochondrialen Atmungskette (Hirsch et al., 1989) beteiligt. Eine Aktivierung
von Endonucleasen und ein Verlust von Zellfunktionen (Nicotera et al., 1990)
wird durch erhdhte intrazellulire Ca** Konzentrationen verursacht. Die Imbalance

kann entstehen durch einen verminderten Ca>* Influx ins SR.
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Ein Hinweis hierfiir ist die hohe Photolabilitit der sarkoplasmatischen Ca** Pum-
pe (Ricchelli et al., 1999). Durch Wechselwirkungen von Zellmembran Ca®
ATPasen mit Reaktionsprodukten der PDT, wie auch durch Membranpotential-
dnderungen (s.0.) kann ein verminderter nach extrazellulir gerichteter Ca®* Efflux
Ausloser einer gestorten Ca** Homdoostase sein. Es ist anzunehmen, dass beide
Prozesse (verminderter Ca’" Influx ins SR und verminderter Ca** Efflux nach
extrazellulir) an der Imbalance der Ca** Homéostase beteiligt sind, die zu antipro-
liferativen und apoptoseinduzierenden intrazelluldren Signalkaskaden fiihren
(Meissner und Noack, 2008).

Fiir eine induzierte Apoptose, die 5-ALA und Bay K konzentrationsabhéngig ist,
spricht neben dem Elastizitdtsverlust und der verdnderten Grundaktivitit der
Muskelstreifen des Magenfundus, dass die Reagibilitit am Versuchsende fiir die
Versuchsreihe 5-ALA 0,3 mM + Bay K niedriger ist im Vergleich zur 5-ALA
0,1 mM + Bay K Versuchsreihe. Die 5-ALA 0,1 mM + Bay K Versuchsreihe rea-
giert vergleichsweise physiologisch addquater auf eine ACh Applikation, ist je-
doch im Vergleich mit der 5-ALA 0,1 mM Zeitkontrolle ohne Bay K und der ACh
1 uM Kontrollreihe in ihrer Reagibilitédt eingeschriankt (vgl. Abb. 21). Die Kombi-
nation mit Bay K forciert demzufolge den lichtinduzierten irreversiblen Funkiti-
onsverlust der mit 5-ALA inkubierten Magenfunduspriparate.

Bei der Betrachtung der einzelnen Lichtreaktion der Priparate mit der kombinier-
ten Applikation von 5-ALA und Bay K léasst sich feststellen, dass 2 Reaktionsmus-
ter zu beobachten sind. Zum einen eine Tonushemmung unter Beleuchtung, die
am stéirksten bei 5-ALA 0,1 mM und Bay K 1 uM behandelten Préiparaten ausge-
prigt ist und zum anderen eine kontinuierliche Tonuszunahme unter Beleuchtung,
die am deutlichsten bei einer 5-ALA Konzentration von 0,3 mM und Bay K Kon-
zentration von 0,1 uM zu sehen ist (Noack et al., 2009; Jaborg und Noack 2010).
Diese Befunde sprechen dafiir, dass der photorelaxierende Effekt von (-) Bay K
8644 (Mikkelsen et al., 1985) in den Versuchsreihen mit kombinierter Gabe nur in
hoher Bay K Konzentration und bei niedriger 5-ALA Konzentration erkennbar ist.

Als Grund fiir dieses Phidnomen ist eine 5-ALA dosisabhingige Beeintrichtigung
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der spannungsabhingigen L-Typ Ca”** Kanile in ihrer Funktion oder Morphologie
durch die bei der Beleuchtung entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies bzw. Pho-
toprodukte denkbar.

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen an 5-ALA 0,1 mM und Bay K 1 uM
behandelten Priparaten des Magenfundus zeigten iiber 3 Beleuchtungszyklen kei-
ne Verinderung der intrazelluliren freien Ca®* - Konzentration in der Plateauphase
(vgl. Abb. 25). Der Muskeltonus wihrend der Plateauphase sank zwischen dem 1.
und 2. Zyklus ab und stieg zwischen dem 2. und 3. Zyklus an. Dieser Befund
gleicht den oben beschriebenen Ergebnissen der Organbadversuche, die ebenfalls
zweierlei Reaktionsmuster der Kraftentwicklung unter Beleuchtung zeigten. Eine
Anderung der Kraft ohne gleichzeitige Anderung des intrazelluliren Ca®* ist
hochstwahrscheinlich durch eine vermehrte Bildung von Diacylglycerol (DAG)
begriindet. DAG entsteht neben IP3 durch Spaltung von Phospholipiden der Zell-
membran durch das Enzym Phospholipase C und aktiviert die Proteinkinase C
(PKC). Die PKC ist Bestandteil eines Signalweges, der zu einer Ca®™* unabhingi-
gen, lang anhaltenden Kontraktion fiihrt (Khalil et al., 1992; Khalil und Morgan,
1993; Makhlouf und Murthy, 1997). Da das gleichzeitig entstehende IP3 zu einer
intrazelluldren Ca** Zunahme iiber Ca** Freisetzung aus dem SR fiihrt, ist anzu-
nehmen, dass die IP3-Signalkaskade durch die Licht- und Substanzbehandlung
mit 5-ALA und Bay K gestort ist. Denkbar sind Beeintrichtigungen der Signal-
kaskade durch 5-ALA Photoprodukte, als auch Schiden am SR, wie die oben er-
lauterte Photolabilitit der sarkoplasmatischen Ca®* Pumpe.

Das Ca**- wie auch das Kraftsignal zeigten in den Fluoreszenzmessung am Ma-
genfundus Oszillationen mit Periodenzeiten zwischen 22-154 sec (vgl. Abb. 23).
Die berechneten Kreuzkorrelationen zwischen beiden Messsignalen fiihrten bei 7
Zeitverschiebungen a 22 sec weder zu gleich- noch zu gegensinnigen Wechselbe-
ziehungen. Eine mogliche Erkldrung fiir die gemessenen Oszillationen kdnnten
stimulierte Cajal-Zellen sein, die durch Beleuchtung der mit 5-ALA + Bay K be-
handelten Muskelstreifen aktiviert wurden. Interstitielle Zellen von Cajal (ICC)

umfassen mehrere Subtypen und lassen sich im gesamten Gastrointestinaltrakt
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finden (Torihashi et al., 1999). Ihre Funktion besteht in der Schrittmachergenerie-
rung (Sanders, 1996; Sanders et al., 2006; Kito et al., 2009) sowie in der Verkniip-
fung des enterischen Nervensystems mit der glatten Muskulatur (Beckett et al.,
2005). Die endogene Organrhythmizitit des Magenfundus, welche sich zusam-
mensetzt aus Sekunden-, Minuten- und Stundenrhythmus (Golenhofen et al.,
1970), konnte durch die oben beschriebene Beeinflussung der ICC, infolge der
Licht- und Substanzbehandlung, gestort sein. Moglicherweise ergibt sich aus der
Kombination von 5-ALA PDT mit Bay K ein Ansatzpunkt in der Behandlung der
idiopathischen / diabetischen Gastroparese, bei der ICC in ihrer Funktion und An-
zahl herabgesetzt sind (()rd@g, 2008; Faussone-Pellegrini et al., 2011). Weitere

Untersuchungen sind erforderlich um diese Hypothese zu verifizieren.

4.2.2 Motorische Effekte durch Licht an mit S-ALA und Bay K behandelter
iiberwiegend phasisch aktivierter Muskulatur am Beispiel der

Harnblase

1980 zeigten Cutler et al., dass 5-ALA zu einer dosisabhiingigen Abnahme der
Spontanaktivitit an Muskelstreifen des Kaninchenduodenums fiihrt, die nach
Auswaschen von 5-ALA aus dem Organbad reversibel war. Beobachtet wurden
eine Abnahme der phasischen Aktivitidt in Frequenz- und Amplitudenhohe, sowie
eine Abnahme des Muskeltonus. Eine Beleuchtung der Pridparate wurde nicht
durchgefiihrt. Unsere Versuche an ebenfalls iiberwiegend phasisch aktiven Harn-
blasenpriparaten der Ratte zeigten in der 5-ALA 0,1 mM Zeitkontrolle ohne
Bay K Applikation keine Abnahme (Dunkel- und Beleuchtungsphasen) und in der
5-ALA 0,3 mM Zeitkontrolle lediglich eine minimale Abnahme der phasischen
Spontanaktivitit unter Lichtzufuhr. Eine starke Abnahme der Amplitudenhohe der
phasischen Spontanaktivitit konnte an 5-ALA behandelter iiberwiegend phasisch
aktiver Muskulatur des Magenantrums und der Portalvene beobachtet werden
(vgl. Abb. 11 u. 12). Am stirksten war die irreversible Abnahme der Amplitude
unter Beleuchtung ausgeprigt. An der Harnblase konnten wir eine irreversible

Amplitudenabnahme nur in den Versuchsreihen mit der kombinierten Applikation
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von 5-ALA und Bay K unter Beleuchtung feststellen. Der grofite Amplitudenver-
lust lieB sich in der Versuchsreihe 5-ALA 0,3 mM + Bay K 1 uM erkennen (vgl.
Abb. 18).

Ein Zusammenhang zwischen applizierter 5-ALA + Bay K Konzentration und der
Abnahme der Spontanaktivitit ist demzufolge bei der Harnblase anzunehmen.
Die phasische Rhythmusgenerierung glattmuskulidrer Organe wird mittels ICC
(s. Abschn. 4.2.1) ausgeiibt. Uber langsame Potentialinderungen (slow waves)
und daraus folgenden Depolarisationen der glatten Muskelzelle erhohen die ICC
die Offnungswahrscheinlichkeit spannungsabhingiger Ca** Kanile in der Mus-
kelzellmembran (Sanders et al., 2006). Der anschlieBende Ca®* Einstrom 15st die
Kontraktion aus (Ozaki et al., 1991). Obwohl bisher vorwiegend iiber ICC im
Gastrointestinaltrakt geforscht und publiziert wurde, konnten Wissenschaftler
zeigen, dass ICC auch in der Harnblase existieren (Smet et al. 1996, McCloskey
2010). ICC sind an 3 verschiedenen Lokalisationen der Harnblasenwand zu fin-
den: Suburothelial, zwischen und entlang der glatten Muskelfasern. Durch diese
Architektur und enge Kontakte der ICC zu Nerven kann sich eine Kommunikati-
onsleitung zwischen Urothelium und Detrusormuskulatur ausbilden (Sui et al.,
2002; Davidson und McCloskey 2005). Ob ICC in der Harnblase auch die Funkti-
on der Schrittmachergenerierung innehaben wird derzeit noch kontrovers disku-
tiert. Hashitani et al. sprechen den ICC der Harnblase eher eine rhythmusmodulie-
rende als eine rhythmusgenerierende Funktion zu. Die Rhythmusgenerierung
findet Hashitani zufolge durch die glatte Detrusormuskulatur selbst statt, wohin-
gegen die ICC lediglich an der Modulierung der Signaltransmission beteiligt sind
(Hashitani et al., 2004b).

Neben der Anderung der phasischen Spontanaktivitit konnte in den Versuchs-
reihen der Harnblase mit der Kombination von 5-ALA und Bay K unter Beleuch-
tung eine Kraftzunahme iiber die Versuchsdauer sowohl bei 5-ALA 0,1 mM wie
auch bei 5-ALA 0,3 mM festgestellt werden. Die stirkste Kraftzunahme unter
Beleuchtung lie3 sich in der Versuchsreihe 5-ALA 0,3 mM + Bay K 1 uM erken-

nen, bei der der endprozeduale Tonus mit 161,84% deutlich iiber dem ACh max.
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Wert von 100 % liegt (vgl. Abb. 19).

Da unsere Messergebnisse demnach zeigen, dass die phasische Aktivitit der Harn-
blasenmuskulatur erlischt, jedoch der Tonus der mit 5-ALA und Bay K behandel-
ten Muskelstreifen durch Beleuchtung zunimmt, stellt sich die Frage, inwiefern
die ICC in ihrer Funktion (rhytmusmodulierend/-generierend) bzw. die Detrusor-
muskelzellen als Rhytmusgenerator durch Beleuchtung und Substanzapplikation
beeintrichtigt werden. Denkbar ist eine Hemmung der Schrittmacherzellen in ih-
rer Aktivitit durch die lichtinduzierte Freisetzung von NO aus dem Bay K Mole-
kiil. Diese Hemmung wird iiber eine Aktivierung von BK Kanilen, Ca** aktivierte
K" Kaniile, durch NO veriibt (Zhu und Huizinga, 2008). BK Kaniile sind in der
Harnblasenmuskulatur essentiell, um das Aktionspotential in Dauer und Amplitu-
de zu regulieren und um das Membranpotential aufrecht zu erhalten (Heppner et
al., 1997).

Mehrfachbeleuchtungen der Harnblasenprédparate wirken sich in erster Linie auf
den Muskeltonus aus. Der Muskeltonus steigt wihrend der Plateauphasen B3 an,
wohingegen das intrazellulire Ca”* nur geringfiigig zunimmt (vgl. Abb. 25). Die
Resultate sprechen fiir eine Ca** unabhiingige Kontraktionszunahme der Harnbla-
senprdparate durch das Substanzapplikations-Beleuchtungs-Schema. Ursédchlich
hierfiir konnte eine Aktiverung der Rho-Kinase durch aus 5-ALA unter Beleuch-
tung entstandene reaktive Sauerstoffspezies sein (Jin et al., 2004). Die Rho-Kinase
hemmt die Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) und erhoht auf diesem
Wege die Ca’" Sensitivitit der kontraktilen Proteine (Fu et al., 1998; Somlyo und
Somlyo, 2000; Wibberly et al., 2003). Ob die Rho-Kinase durch 5-ALA, Bay K
oder deren Photoprodukte ebenfalls aktiviert werden kann, ist zum jetzigen Zeit-
punkt nicht bekannt. Zu der Ca** unabhingigen Kontraktionszunahme der Harn-
blase konnte ferner eine Aktivierung der PKC (s. Abschn. 4.2.1) gefiihrt haben.
Da die Plateauwerte der Ratio bei den Harnblasenpriparaten bereits ab dem 1.
Beleuchtungszyklus oberhalb der Ratioreferenz von 100% liegen (vgl. Abb. 25),
konnte dies auf einen durch die Bay K Applikation hervorgerufenen Ca®* Anstieg

zuriick zu fithren sein. Ahnliche Befunde zeigten sich auch bei Priparaten des

81



Magenfundus. Eine gezielte Auswirkung durch Beleuchtung von mit 5-ALA und
Bay K behandelter glatter Muskulatur auf ein charakteristisches Ca** Aktivie-
rungssystem ist demzufolge unwahrscheinlich.

Die Fluoreszenzmessungen der Harnblasenprédparate zeigten Oszillationen des
Ca” - und des Kraftsignals mit Periodenzeiten im Bereich von 22-154 sec. Diese
Oszillationen waren unabhédngig von der Beleuchtungsrhythmik, welche aus
20 sec Beleuchtungsphase und 2 sec Dunkelphase bestand (Jaborg et al., 2010;
Jaborg und Noack, 2011). Dieser Befund ldsst indirekt auf elektrische Potential-
schwankungen der Detrusormuskulatur schlieen, da elektrische Aktionspotentia-
le im Detrusormuskel Ca** abhédngig sind und mit mechanischen Kontraktionen
einhergehen (Mostwin, 1986; Hashitani et al., 2004a). Da weder eine positive
noch eine negative Korrelation zwischen dem Ca”* - und Kraftsignal erkennbar
war, ist davon auszugehen, dass eine Entkoppelung der physiologischen Kontrak-
tionsprozesse stattgefunden hat. Es ist sehr wahrscheinlich, dass auch an der
Harnblase Apoptoseprozesse (s. Abschn. 4.2.1) infolge des Substanzapplikations-
Beleuchtungs-Schemas initiiert wurden, welche die Entkoppelung der physiologi-
schen Kontraktionsprozesse nach sich ziehen und mit einem Verlust der Spontan-
aktivitit einhergehen.

Aus dem Verlust der Spontanaktivitét, hervorgerufen durch Beleuchtung von mit
5-ALA und Bay K behandelten Muskelstreifen, ldsst sich ein Verlust der Harnbla-
se in ihrer Speicher- und Entleerungsfunktion folgern. Wiirde hingegen zu einer
5-ALA PDT eines Harnblasenkarzinoms Bay K lokal in den malignen Befund der
Harnblasenwand injiziert, so wire eine Effektivititssteigerung der PDT ohne
Funktionsverlust des restlichen Blasengewebes zu erwarten. Eine Kombination
der 5-ALA gestiitzten PDT mit Bay K konnte folglich zu Einsparungen der einge-
setzten Menge an 5-ALA und / oder der Lichtmenge fiihren, welche in zu hohen
Dosen zu einer funktionellen Beeintrichtigung der Harnblase fiihrt (Grénlund-
Pakkanen et al., 2001). Neben superfizialen Blasentumoren (Gronlund-Pakkanen
et al., 2000; Waidelich et al., 2001) konnten auf diesem Wege auch solche Tumore

therapiert werden, die in tieferen Wandschichten gelegen bzw. hineingewachsen
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sind. Inwieweit Funktionseinschrinkungen der Harnblase durch eine 5-ALA +
Bay K PDT zu erwarten sind und in welchem Male eine elektrophysiologische
Beeinflussung der Detrusormuskulatur durch die Behandlung stattfindet, gilt es in
weiteren experimentellen Untersuchungsansitzen zukiinftig zu kldren. Diesbeziig-

lich sind insbesondere elektrische Potentialmessungen erforderlich.

4.2.3 Gemeinsamkeiten in der Tonusverinderung aller getesteten

glattmuskuliren Organe

Die Auswabhl der getesteten Priparate erfolgte nach klinischen und nach physiolo-
gischen Kriterien. Zu den klinischen Aspekten zéhlt die heutige Verwendung von
5-ALA zur PDT und PDD von Tumoren der Harnblase (Kriegmair et al., 1996;
Waidelich et al., 2001), des Gastrointestinaltraktes (Barr et al., 1996; Gossner et
al., 1998; Ackroyd et al., 2000) sowie den experimentellem Einsatz an Gefidflen
zur Verhinderung postinterventioneller Gefdfrestenosen in Koronarien (Nyame-
kye et al., 1995; Gabeler et al., 2002; Pai et al., 2005). Unterschiedliche Ca*t Ak-
tivierungsprozesse der glatten Muskulatur zdhlten zu den physiologischen Aspek-
ten. Zu nennen sind die Ca** Freisetzung aus dem SR und daraus folgender
tonischer Aktivierung und das schnelle Offnen membranstindiger Ca** Kaniile,
woraus phasische Kontraktionsmuster hervorgehen (Golenhofen 1976). Obwohl
es sich bei den Pridparaten um unterschiedliche glattmuskuldre Organe handelte
(Magenfundus, Magenantrum, Portalvene und Harnblase), konnten gleichartige
Reaktionsmuster wihrend und im Anschluss an die Beleuchtungen der mit 5-ALA
und Bay K behandelten Muskelstreifen beobachtet werden. Die Auswertung der
Kraft-Zeit-Verldufe (vgl. Abb. 20) aller Praparate unter Lichtzufuhr in den Ver-
suchsreihen mit der kombinierten Gabe von 5-ALA und Bay K weist eine signifi-
kante Kraftzunahme auf. Die gro3te Tonuszunahme unter den multiplen Beleuch-
tungen ist in der Versuchsreihe mit 5-ALA 0,3 mM + Bay K zu erkennen. Keine
Anderungen bzw. Abnahmen des Tonus durch die Beleuchtungen zeigen die

5-ALA Zeitkontrollen.
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Wie schon beim Magenfundus und bei der Harnblase erldutert wurde, lidsst die
Beleuchtung der mit 5-ALA und Bay K behandelten unterschiedlichen Muskel-
praparate eine Beeinflussung intrazelluldrer Muskelkontraktionskaskaden mutma-
Ben.

Die Signifikanztestung aller Prédparate hinsichtlich der GroBen endprozedualer
Tonus, Reagibilitidt, Kontraktilitit und Bay K Effekt zeigten trotz Vielfiltigkeit der
Préparatetypen qualitativ gleichartige Ergebnisse.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Erhohung der Grundaktivitit (endprozedualer
Tonus) durch das Substanzapplikations-Beleuchtungs-Schema bei den Versuchs-
reihen mit kombinierter 5-ALA und Bay K Applikation gegeniiber denen mit
identischer alleiniger 5-ALA Applikation und der ACh 1 uM Kontrolle stattgefun-
den hat.

Die Funktionalitit (Reagibilitit), als Reaktionsvermogen auf ACh 10 uM Applika-
tion, nimmt durch die kombinierte Applikation von 5-ALA und Bay K in den
Versuchsreihen aller Priparate am stédrksten ab, im Vergleich mit den 5-ALA Zeit-
kontrollen und der ACh 1 uM Kontrolle. Dieser Effekt lasst sich am eindrucks-
vollsten in den Versuchsreihen mit der Applikation von 5-ALA 0,3 mM + Bay K
erkennen (vgl. Abb. 21). Demnach kann allgemein von einer Verstirkung der
apoptotischen Wirkung einer 5-ALA PDT durch Bay K am glatten Muskel ausge-
gangen werden. Es bleibt zu kldren, ob Einsparungen der Substanz 5-ALA oder
der zugefiihrten Lichtmenge durch die Kombination mit Bay K bei gleich blei-
benden bzw. besseren Therapieerfolgen moglich sind.

Die Analyse des maximal erzielten Tonus im Anschluss an die ACh 10 uM Appli-
kation am Versuchsende (Kontraktilitit) zeigt niedrigere Werte in den Versuchs-
reihen ohne Bay K im Vergleich zu den Versuchsreihen mit Bay K Applikation. Je
hoher die 5-ALA Konzentration in den Versuchsreihen ohne Bay K gewihlt wur-
de, desto niedriger wurde der maximal erzielte Tonus (vgl. Abb. 22). Dieser Be-
fund weist auf eine durch 5-ALA und Licht vermittelte Beeinflussung der ACh
Rezeptoren, der nachfolgenden intrazelluldren Signalkaskaden oder der intrazellu-

liren Ca®* Speicher hin. Diese Beeinflussung ist in den Versuchsreihen mit der
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Kombination aus 5-ALA und Bay K nicht zu sehen bzw. durch andere Prozesse
iberlagert und folglich nicht sichtbar.

Der Einfluss unterschiedlicher Bay K Konzentrationen, in der Kombination mit
5-ALA und Licht, auf die Muskelkraft wird durch die Gro3e Bay K Effekt charak-
terisiert (vgl. Abb. 26).

B ALAO,1mM n=15
OALAO,3mM n=11

175 -
1uU.3: **
125 1 1u.2: *
2U.4: %%
3u.4: x

% von ACh max.
o

N
al
I

25 ACh1uM ACh 1 pM
+ BayK 0,1 pM  + BayK 1 uM

Abb. 26 Wirkung unterschiedlicher Bay K Konzentrationen (Bay K Effekt)

Die Versuchsreihen bestanden aus Prdparaten von Magenfundus, Magenantrum, Portal-
vene und Harnblase. Die Werte wurden gebildet durch Mittelwertbildung der 3 Beleuch-
tungszyklenwerte einer Bay K Konzentrationsstufe. Zu sehen sind Mittelwerte, SEMs und
auf dem 5% (*) oder 1% Niveau (**) signifikante Unterschiede. Die Zahlen am rechten
Bildrand der Diagramme reprdsentieren die Signifikanztestungen zwischen unterschiedli-
chen Versuchsreihen. Es ldsst sich feststellen, dass je hoher die 5-ALA u./o. die Bay K
Konzentration in der Kombination einer Versuchsreihe ist, desto grofler wird der erzielte

Tonus in % von ACh max., ausgeldst durch die Beleuchtung mit 8 kix.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass je hoher die 5-ALA und / oder die Bay K
Konzentration einer Versuchsreihe gewihlt wurde, desto groBer wurde der erzielte

Tonus in % von ACh max., ausgelost durch die Beleuchtung mit 8 klx. Bei der im
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Rahmen dieser Arbeit entwickelten Hypothese, dass die Muskelkraftzunahme ein
Zeichen der Apoptoseinitiierung ist, lasst der obige Befund auf eine Wirkverstér-
kung der 5-ALA PDT durch Bay K schlieen. Die Annahme, dass die Beleuch-
tung von 5-ALA und Bay K behandelter glatter Muskulatur zu einer Ca®* unab-
hingigen Tonuszunahme fiihrt, 1dsst unter Beriicksichtigung der Ergebnisse bei
der Fluoreszenzmikroskopie eine dosisabhidngige Kraftzunahme durch Bay K

erkennen.

5 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Anhaltspunkte fiir einen Benefit der
PDT von Tumoren durch Kombination des Photosensibilisators 5-ALA mit Bay K
bestehen. Um die Frage zu klédren, ob 5-ALA oder die applizierte Lichtmenge in
der Tumortherapie durch die Kombination mit Bay K eingespart werden kann,
bedarf es weiterer pharmakologischer und klinischer Untersuchungen. Die moto-
rischen Effekte des Substanz-Applikations-Beleuchtungsschemas zeigten vielfil-
tige Einzelreaktionen. Trotz der Vielfiltigkeit der Priparatetypen in Morphologie
und Funktion wurden qualitativ gleichartige Befunde erhoben. Eine gezielte Aus-
wirkung auf ein charakteristisches Ca®* Aktivierungssystem durch Beleuchtung
von 5-ALA und Bay K behandelter glatter Muskulatur ist demnach unwahrschein-
lich. Vielmehr sprechen die Ergebnisse fiir unterschiedliche Angriffsorte der Be-
handlung. Als Beispiele fiir jene Angriffsorte wurden die intrazelluldren Apopto-
se- und Kontraktionskaskaden erliutert.

Eine Verinderung der intrazelluliren Ca®* Homdostase durch Beleuchtung der 5-
ALA und Bay K behandelten glatten Muskulatur konnte nicht gezeigt werden.
Lediglich marginale Anderungen des freien intrazelluliren Ca®* waren zu sehen.
Zukiinftig bleibt zu kldren, ob ein Zusammenhang zwischen der individuellen
gewebsspezifischen GroBle der intrazellulidren Ca®* Speicher und den motorischen
Reaktionsmustern besteht. Ebenso ist zu iiberpriifen, inwieweit eine Beeinflus-
sung des Membranpotentials durch eine 5-ALA und Bay K vermittelte PDT statt-

findet und ob die Interstitiellen Zellen von Cajal in ihrer Funktion beeinflusst
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werden. Hierzu sind elektrische Potentialmessungen durchzufiihren.
Letztendlich sind strukturelle Untersuchungen mit dem Elektronenmikroskop er-
forderlich, um eine durch die 5-ALA und Bay K Behandlung eingeleitete Apopto-

se verifizieren zu konnen.
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6

Thesen

. Die Photodynamische Therapie benutzt Photosensitiser um Tumorgewebe

zu identifizieren und Apoptose einzuleiten. Hierzu wird haufig 5-Amino-
lavulinsdure (5-ALA) als Photosensitiser eingesetzt. 5-ALA reichert sich
selektiv im Tumorgewebe an und besitzt eine geringere Phototoxizitit,
aufgrund einer kiirzeren Halbwertszeit, im Gegensatz zu anderen Photo-

sensitisern.

. Glattmuskuldre Praparate von Magenfundus, Magenantrum, Portalvene

und Harnblase der Ratte zeigen im Organbad phasisches und tonisches
Spontanverhalten. Nach Behandlung mit dem L-Typ Calciumkanal Offner
Bay K 8644 (Bay K) nimmt die phasische Spontanaktivitit zu. Eine rever-
sible Photorelaxation manifestiert sich nach Behandlung mit Bay K und

anschlieBender Beleuchtung der Priparate.

. Nach Behandlung der glattmuskulidren Pridparate mit 5-ALA nehmen die

aktive Kraft und das phasische Spontanverhalten, initiiert durch Beleuch-
tung der Priparate, ab. Die Beleuchtung der Priparate nach kombinierter
Applikation von 5-ALA und Bay K fiihrt zu einem Anstieg der aktiven
Kraft.

. Die intrazelluliire Ca** Konzentration steigt nach Applikation von Bay K in

den Priparaten der Harnblase an. Die Beleuchtung von mit 5-ALA und
Bay K vorbehandelten Priparaten von Magenfundus und Harnblase fiihrt
zu einem marginalen Anstieg der intrazelluliren Ca®* Konzentration. Be-
leuchtungsrepetitionen fithren zu keinem weiteren Anstieg der intrazellula-

ren Ca’* Konzentration.
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5. Eine Apoptoseeinleitung durch das Substanzapplikations-Beleuchtungs-
Schema der glattmuskulidren Préparate von Magenfundus, Magenantrum,

Portalvene und Harnblase ist sehr wahrscheinlich.

6. Trotz Vielfiltigkeit in Morphologie und Funktion der Pridparatetypen sind

in dieser Arbeit qualitativ gleichartige Befunde erhoben worden.

7. Ein Benefit in der Therapie von Tumoren mittels photodynamischer The-
rapie (PDT) durch Kombination von 5-ALA mit Bay K ist allem Anschein
nach gegeben. Eine Einsparung der eingesetzten Menge an 5-ALA in der
PDT eines Harnblasenkarzinoms konnte durch die Kombination einer lo-
kalen, in den malignen Befund der Harnblasenwand injizierten Bay K

Dosis erzielt werden.
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7 Zusammenfassung

Die vermehrte Anreicherung von fluoreszierenden Stoffen in malignen Geweben
machen sich zwei klinisch relativ neuartige Verfahren, die photodynamische The-
rapie (PDT) und die photodynamische Diagnostik (PDD), zunutze. Mittels an-
schlieBender Lichtzufuhr und daraus resultierender chemischer Wechselwirkungen
der photosensiblen Substanzen konnen Tumore anndhernd selektiv behandelt bzw.
detektiert werden. Heutzutage wird vergleichsweise hdufig 5-Aminoldvulinsidure
(5-ALA) als Photosensitiser zur PDT und PDD von Tumoren der Harnblase, des
Gastrointestinaltraktes sowie im experimentellen Ansatz zur Verhinderung postin-
terventioneller GefidBrestenosen in Koronarien eingesetzt.

In dieser Arbeit wurde die kombinierte Wirkung von 5-ALA und Bay K 8644 un-
ter basalen Bedingungen und Licht an glattmuskuldren Organen untersucht. Bay K
ist ein Dihydropyridinderivat und besitzt die Eigenschaft, an sonst lichtunem-
pfindlicher glatter Muskulatur eine Photorelaxation zu induzieren. Es wurde den
Fragen nachgegangen, welche motorischen Effekte sich durch eine systematische
Kombination dieser lichtsensitiven Substanzen erzielen lassen und ob durch das
Applikations-Beleuchtungsschema der Ca®* Haushalt der glatten Muskulatur be-
einflusst wird. Dazu wurden Kraftmessungen im konventionellen Organbad sowie
mikroskopische Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt.

Die erhobenen Daten zeigen, dass sich die Grundaktivitit der mit 5-ALA und
Bay K behandelten glattmuskulidren Prdparate durch das Substanzapplikations-
Beleuchtungs-Schema zu hoheren Tonuswerten verdndert hat. Das intrazellulidre
freie Ca® ist, ausgelost durch die Beleuchtung, lediglich marginal angestiegen.
Vermutlich findet eine Aktivierung von Ca** unabhingigen Kontraktionsprozessen
durch Beleuchtung der 5-ALA und Bay K behandelten Muskelstreifen statt.
Anhand der Untersuchungsergebnisse ist eine Apoptoseinitiierung als sehr wahr-
scheinlich anzusehen, da die Priparate physiologisch nicht mehr adidquat auf eine
ACh Applikation reagieren und die Spontanaktivitit iiber die Versuchsdauer

erlischt.
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Obwohl eine Vielfiltigkeit in Morphologie und Funktion der Prédparatetypen ge-
geben war, wurden qualitativ gleichartige Befunde erhoben.

Die genannten Resultate lassen darauf schlieen, dass ein Benefit in der Therapie
von Tumoren mittels einer 5-ALA PDT durch Kombination mit Bay K gegeben

sein konnte.
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