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Einführung

1 Einleitung   

1.1 Einordnung des Glioblastoma multiforme und Epidemiologie 

Die häufigsten malignen, intrakraniellen Tumoren sind die Glioblastome. Diese 

machen  15-20  %  aller  Hirntumore  und  80  %  der  malignen  Gliome  aus 

(Radhakrishnan et al. 1995). In den Industrienationen liegt die jährliche Inzidenz 

von  gliomatösen  Hirntumoren  bei  durchschnittlich  16  Neuerkrankungen  auf 

100.000 Einwohnern (Sant et al. 1988). Drei bis fünf Prozent aller Todesfälle 

durch Malignome lassen sich auf hirneigene Tumore zurückführen (Kallio et al. 

1991). 60 % aller Hirntumore sind neuroepithelialen Ursprungs (Radhakrishnan 

et al. 1995). Man spricht daher im Gegensatz zu Metastasen von so genannten 

hirneigenen Tumoren. Da die Gliome in unterschiedlich differenzierter Weise 

mit  unterschiedlichen  klinischen  Verläufen  vorliegen  können,  wird  die 

biologische  Wertigkeit  der  Gliome  durch  ein  histologisches  Grading 

standardisiert.  Am  weitesten  verbreitet  ist  das  Schema  zum  Grading  von 

Tumoren des Nervensystems der World Health Organisation (WHO). Hierbei 

unterscheidet man vier Malignitätsgrade: das pilozytische Astrozytom  (WHO-

Grad 1), das diffus infiltrierende Astrozytom (WHO-Grad 2), das anaplastische 

Astrozytom  (WHO-Grad  3)  und  das  Glioblastom  (WHO-Grad  4).  Das 

pilozytische  Astrozytom  WHO  1  stellt  die  benigne  Form  der  astrozytären 

Tumore  dar.  Das  Glioblastoma multiforme (GBM)  WHO IV  repräsentiert  die 

bösartigste Verlaufsform der Gliome. 

Das  Hauptmanifestationsalter  befindet  sich  zwischen  dem  50.  und  70. 

Lebensjahr.  Es  existieren  Studien,  die  einen  Anstieg  der  Inzidenz  an 

Glioblastomen beschreiben (Shugg et al. 1994).

Als  histopathologische  Charakteristika  des  Glioblastoma  multiforme  gelten 

Gewebs-  und  Zellpolymorphien,  Gefäßproliferationen  mit  arteriovenösen 

Fisteln,  Gefäßthrombosen, Blutungen und zentrale Nekrosen (Kleihues et al. 

2002).  Morphlogisch bietet das Glioblastom im makroskopischen Bereich eine 
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charakteristisch „bunte“ Schnittfläche. Dieses Erscheinungsbild entsteht durch 

Gewebseinblutungen, grau-weißes Tumorgewebe und gelbliche Nekrosen, die 

durch  das  rasch  progrediente  Tumorwachstum  entstehen.  Durch  dieses 

makroskopisch sehr heterogene Erscheinungsbild erhält dieser Tumor auch die 

Bezeichnung „Glioblastoma multiforme“ (GBM).  Die Tumorränder lassen sich 

sowohl  makroskopisch,  als  auch mikroskopisch schlecht  von dem gesunden 

Hirngewebe  abgrenzen,  da  Glioblastome  ein  stark  diffus-infiltrierendes  und 

hoch invasives Wachstum zeigen.  Durch diese Eigenschaft wird eine komplette 

chirurgische Tumorresektion unmöglich gemacht. Das Glioblastom breitet sich 

entlang kompakter Myelinbahnen aus. Hierdurch kann eine Ausdehnung über 

den Balken oder die Kommissuren in die kontralaterale Hemisphäre zustande 

kommen, welches als Schmetterlingsgliom bezeichnet wird. 

Das  Glioblastom entsteht  typischerweise  im  Marklager,  mit  einem variablen 

Abstand  zum  Kortex.  Lappen-  oder  Hemisphärengrenzen  werden  von  den 

infiltrierend  wachsenden  Glioblastomzellen  nicht  respektiert.  Die  häufigste 

Lokalisation  des  Glioblastoms  befindet  sich  in  den  Großhirnhemisphären, 

insbesondere frontotemporal. Seltener kommen Glioblastome in temporaler und 

parietaler  Lage  vor (Lucena  Rde  C.  et  al.  2006).  Gelegentlich  treten 

Glioblastome bei Kindern auf. Ein bevorzugter Manifestationsort ist in diesen 

Fällen der Hirnstamm (sog. malignes Hirnstammgliom). Nur etwa 5 % treten im 

Occipitallappen auf (Jubelirer 1992; Simpson et al. 1993; Kleihues et al. 1994).  

Infratentoriell findet man das GBM extrem selten. Einige von den im Kleinhirn 

vorkommenden GBM wurden mit zum Teil Jahrzehnte zuvor radiotherapierten 

Malignomen in Verbindung gebracht (Aziz et al. 1990; Wisoff et al. 1989). Das 

Glioblastom metastasiert extrem selten in Bereiche außerhalb des ZNS. Hierbei 

wird die Anlage eines ventrikuloatrialen Shunts als Risikofaktor diskutiert (Smith 

et al. 1969; Pasquier et al. 1980). Die Ätiologie der Glioblastome ist unbekannt, 

mit  Ausnahme  ihres  seltenen  Auftretens  im  Rahmen  eines  Li-Fraumeni-

Syndroms.  In  diesen  Fällen  liegt  eine  Keimbahnmutation  des  p53-

Tumorsuppressorgens vor. 
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1.2 Klinik 

Wenn überhaupt macht sich das GBM initial durch unspezifische Symptome, 

verursacht durch einen gesteigerten Hirndruck wie Kopfschmerz, Übelkeit oder 

Erbrechen  bemerkbar.  Bei  etwa  50  %  der  Patienten  mit  Gehirntumoren 

kommen Kopfschmerzen  als  initiales  Symptom vor  (Forsyth  et  al.  1993).  In 

Abhängigkeit  von der Lokalisation können sich GBM auch durch fokale oder 

generalisierte  neurologische  Ausfallserscheinungen  klinisch  präsentieren.  Zu 

den fokalen Symptomen gehören Hemiparesen, Aphasie, Hemianopsie, aber 

auch fokale Krampfanfälle. Aufgrund der vorliegenden Symptomatik lassen sich 

unter  Umständen  Rückschlüsse  auf  die  intrakranielle  bzw.  intracerebrale 

Lokalisation  des  Tumors  schließen.  Insbesondere  Krampfanfälle  können  als 

Erstmanifestation des Glioblastoms auftreten. Hierbei geben postiktale Paresen 

oder eine Aphasie (Todd´sches Phänomen) möglicherweise Auskunft über die 

Lage  der  tumorösen  Läsion. Das  GBM  ist  eine  hochgradig  maligne, 

destruierend  und  infiltrierend  wachsende  Neoplasie  mit  infauster  Prognose 

(Scott  et  al.  1998).  Das  im  Endstadium  nicht  mehr  beherrschbare 

Tumorwachstum führt zu einer zunehmenden Raumforderung, Verlegung der 

Liquorzirkulation  oder  pathologischen Blutungen.  Der  hierdurch  stetig 

zunehmende  Hirndruck  führt  über  einen  Einklemmungsmechanismus  des 

Hirnstamms durch eine Massenverschiebung schließlich zum Tod. Unter dem 

derzeitigen  Therapiestandard,  der  kombinierten  Radiochemotherapie  nach 

Stupp (2005) beträgt das mediane Überleben 14 Monate.  Von prognostischer 

Bedeutung  sind  das  Lebensalter  des  Patienten,  das  Ausmaß  der 

Begleiterkrankungen und fokal neurologische Defizite (Scott et al. 1999).

1.3 Diagnostik 

In  der  klinischen  Diagnostik  der  Glioblastome  besitzen  die  bildgebenden 

Verfahren,  insbesondere  die  Computer-  und  Magnetresonanztomographie, 

einen hohen Stellenwert. 
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Im Magnetresonanztomogramm (MRT) zeigen Glioblastome eine typisch ring- 

und  girlandenartige  Kontrastmittelanreicherung  mit  unscharfer  Begrenzung. 

Darüber hinaus charakteristisch sind ein tumorzentraler Nekroseherd und ein 

perifokales Ödem, welches Ausdruck einer Störung der Blut-Hirn-Schranke ist.

Das kontrastmittelgestützte MRT mit Gadolinium gilt  als Mittel der Wahl zum 

Nachweis von intrakraniellen Tumoren und gilt als zuverlässige Diagnostik, die 

eine  suffiziente  Tumorabgrenzung  sowie  die  sensitive  postoperative 

Tumornachsorge (Tumorreste und -rezidive) ermöglicht (Castel et al. 1989). Die 

Untersuchung  des  Glukosestoffwechsels  von  zerebralen  Gliomen mit  (18F)-

Fluordesoxyglukose  (FDG)  und  der  Positronenemissionstomographie 

ermöglicht Aussagen zur Prognose und Malignitätsgrad. Desweiteren existieren 

die MET- und FET-Positronen-Emissionstomographien (Wanq et al. 2010), die 

diffusions-gewichtete  MRT  und  die  Magnetresonanzspektroskopie  (MR-

Spektroskopie)  als  neue  Verfahren  (Park  et  al.  2010),  welche  zur  primären 

Diagnostik,  aber  auch  zur  posttherapeutischen  Diagnostik  und 

Prognosestellung eingesetzt werden können. 

Hier  fungiert  die  MR-Spektroskopie  als  sehr  nützliches  Werkzeug  zur 

Diagnostik  und  Verlaufskontrolle  intrakranieller  Tumore.  Mit  der  MR-

Spektroskopie gelingt in der Regel eine Differenzierung zwischen hirneigenen 

Tumoren und Metastasen. Zudem ist eine relativ zuverlässige Graduierung der 

Gliome  möglich.  Andere  Kontrastmittel  aufnehmende  Läsionen,  wie  akute 

Entzündungen, können von Tumoren unterschieden werden (Lanfermann et al.  

2002). Als Differentialdiagnosen zum Glioblastom kommen in der Bildgebung 

Metastasen,  Abszesse,  andere  hirneigene  Tumore  und  zystische  Prozesse 

anderer Ätiologie in Betracht.

1.4 Therapiestrategien und Prognose

Initial steht die chirurgische Resektion des Glioms im Vordergrund, sofern diese 

in Abhängigkeit von der Tumorlokalisation und der Operabilität des Patienten 
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möglich ist.  Das Ziel  der Operation ist es, unter Schonung von funktionellen 

Hirnbereichen, eine möglichst große Zytoreduktion des Tumors zu erreichen. 

Der  aktuelle  Therapiestandard  sieht  eine  multimodale  Therapie  aus 

chirurgischer Resektion,  Chemotherapie mit  Temozolomid und Radiotherapie 

vor (Sathornsumetee et al. 2007). Mit der chirurgischen Tumorresektion ist die 

komplette Tumorentfernung jedoch nicht möglich, da einzelne Gliomzellen bis 

zu sieben Zentimetern (cm) vom Rand des  Ursprungstumors in das gesunde, 

funktionelle Hirngewebe migrieren. Das Rezidiv geht zumeist innerhalb eines 

Saumes von 3 cm ab dem Resektionsrand aus (Giese et al. 2001).

Eine möglichst  ausgedehnte Resektion  des Tumors  geht  mit  einer  längeren 

Prognose, einer Verbesserung der neurologischen Ausfälle und einer höheren 

Lebensqualität einher (Pichlmeier et al 2009; Stummer et al. 2008). Es konnte 

gezeigt  werden,  dass  sich  mittels  fluoreszenzgestützter  Resektion  mit  5-

Aminolävulinsäure  (5-ALA)  eine  vollständigere  chirurgische  Resektion 

ermöglichen  ließ.  Dieses  Ergebnis  ging  auch  mit  einem  längeren, 

progressionsfreien Intervall einher (Stummer et al. 2006). Als Maßstab für die 

Tumorentfernung  wurde  kontrastmittelanreicherndes  Tumormaterial  in  der 

MRT-Bildgebung  herangezogen.  In  postoperativen  MRT-Aufnahmen  konnte 

gezeigt werden, dass bei fluoreszenzgestützter Resektion mit ALA  bei 65 % 

der Patienten der kontrastmittelaufnehmende Tumor entfernt wurde. Hingegen 

fanden  sich  in  36  %  der  Fälle  eine  komplette  Resektion  des 

kontrastmittelaufnehmden  Gewebes  bei  den  in  üblicher  Weise  chirurgisch 

Behandelten.  In  der  ALA-Gruppe  fanden  sich  nach  sechs  Monaten 

progressionsfreie Intervalle bei 41 % der Patienten und in der Kontrollgruppe 

bei 21 %.

Die Kombination aus postoperativer Strahlentherapie mit adjuvanter Gabe von 

Temozolomid ist der alleinigen postoperativen Radiatio überlegen (Soffietti et al. 

2007;  Stupp  et  al.  2005).  Die  Überlebenszeit  von  Patienten  mit   der 

Kombinationstherapie (Radiatio und Chemotherapie) beträgt 14,6 Monate vs. 

12,1  Monate  bei  Monotherapie  (Stupp  et  al.  2005).  Bei  dem  Medikament 

Temozolomid handelt es sich um ein orales Alkylanz, welches ein günstiges 

Verhältnis aus Wirksamkeit und Nebenwirkungen besitzt und bei der Therapie 
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des GBM zum adjuvanten Chemotherapeutikum der ersten Wahl  gehört (Stupp 

et  al.  2007;  Yung  et  al.  1999).  Nebenwirkungen,  die  häufig  zum 

Behandlungsabbruch führen,  gehören dem hämatologischen Formenkreis  an 

(Combs et al. 2007).

Das Vorliegen einer Hypermethylierung der Promoterregion des Gens für das 

DNS-Reparatur Enzyms 06-methylguanin-DNS-methyltransferase (MGMT) geht 

mit  einem besseren Ansprechen von Glioblastomen auf Temozolomid einher 

(Esteller et al. 2000; Hegi et al. 2005; Soffietti et al. 2007).

Bei der Radiotherapie des GBM kann es zu einer Strahlenresistenzbildung der 

Tumorzellen  kommen.  Hierfür  werden  sogenannte  Tumorstammzellen 

verantwortlich  gemacht,  welche  ein  DNA-Reparatursystem  aktivieren,  durch 

welches die Fähigkeit der Tumorzelle, DNA-Schäden auszugleichen, gesteigert 

wird (Bao et al. 2006).

Zur Verbesserung der frustrierenden Prognose erfolgte die Entwicklung neuer 

Therapieansätze. Hierzu gehört die oben beschriebene 5-Aminolävulinsäure (5-

ALA) gestützte Tumorresektion. Dieser systemisch verabreichte, intraoperative 

Fluoreszenzmarker  ermöglicht  eine  bessere  Entfernung  der  insbesondere 

infiltrierenden Tumorrandsaumzellen. 

Darüber hinaus gibt es Forschungsansätze, dass aus allogenem Gliomgewebe 

und seinen tumorassoziierten Antigenen Vakzinen für homologe dendritische 

Zellen (DC) hergestellt werden (Zhang et al. 2007), oder dass aus reseziertem, 

autologem, mit Photodynamischer Therapie (PDT) behandeltem Tumorgewebe 

DC-Vakzinen hergestellt werden, die nach Aufarbeitung subcutan verabreicht 

werden (Korbelik et al. 2007). 

Zusätzlich gehören zum Spektrum der neuen Therapieansätze unter anderem 

Forschungen  an  gentherapeutischen  Therapien,  bei  denen  beispielsweise 

bestimmte Retroviren Suizid-Gene mit Hilfe mesenchymaler Stromazellen als 

Vektor  in  Gliomzellen  einschleusen  (Okada  2008; Ozawa  2008).  Der 

limitierende Faktor einer Gentherapie mit "nicht-migrierenden" Vektorzellen ist 

deren räumlich beschränkte Wirkung im Bereich der Resektionshöhle (Rainov 

et al. 2006). Hierdurch können sie die infiltrierend wachsenden, bereits von der 
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Resektionshöhle  entfernten  Tumorzellen  nicht  erreichen.  Daher  sind  diese 

invasiven Gliomzellen der Therapie nicht in ausreichendem Maß zugänglich. 

1.5 Die Photodynamische Therapie 

Die  PDT  bedient  sich  dem  Prinzip,  dass  der  photosensibilisierende 

Hämmetabolit 5-ALA verabreicht wird. Diese Substanz akkumuliert selektiv oder 

in  viel  höherem Maße  in  Tumorzellen  als  in  nicht  entarteten  Zellen.  Durch 

Lichtenergie  mit  einer  für  den Photosensitizer  spezifischen Wellenlänge von 

635 nm kommt es in Gegenwart von intrazellulärem Sauerstoff zur Aktivierung 

des Photosensitizers und zur möglichst selektiven Schädigung der Tumorzellen. 

Physikalisch  bedient  sich  die  PDT  dem  Prinzip,  dass  die  Moleküle  des 

Photosensitizers (hier: Protoporphyrin IX) Photonen absorbieren und zu einem 

energiereicheren Zustand angeregt werden. Dies bezeichnet man als Singulett-

Zustand,  welcher  auf  Sauerstoffmoleküle  übertragen  wird. Der  Singulett-

Sauerstoff führt zur Oxidation von Zellbestandteilen. Über diesen Mechanismus 

werden  Nekrose  und  Apoptose  der  Tumorzellen  induziert.  Darüber  hinaus 

kommt  es  durch  die  5-ALA  basierte  PDT  zu  einer  Suppression  von 

Wachstumsfaktoren und zur Aktivierung proapoptotischer Proteasen (Karmakar 

et al. 2007).

Unmittelbar nach der PDT lässt sich ein Anschwellen der mit PDT behandelten 

Zellen und eine Schädigung der Zellmembran verzeichnen  (Zelenkov et  al. 

2006).  Die  genauen  zellulären  Vorgänge  der  PDT sind  zur  Zeit  noch  nicht 

ausreichend untersucht.

1.6 Fragestellung 

Im Rahmen eines  einmaligen Heilversuches (Stummer, 2007) wurde bei einer 

31-jährigen  Patientin  mit  bereits  rezidiviertem,  frontotemporalen  Glioblastom 

eine stereotaktische interstitielle Phototherapie mit 5-ALA durchgeführt. Es kam 
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zur  vollständigen Regression des Tumors.  56 Monate nach dieser  Therapie 

lebte die Patientin weiterhin ohne Rezidiv in gutem Allgemeinzustand. 

Dieser atypische Verlauf warf  wichtige Fragen auf,  da die Phototherapie nur 

lokal  wirken  kann.  Die  Eindringtiefe  des  verwendeten  Laserlichts  (635  nm) 

beträgt nur wenige Millimeter (Messmann et al. 1997; Beck et al. 2007), so dass 

eine therapeutische Wirkung auf zu erwartende, über Zentimeter infiltrierende 

Zellen praktisch unmöglich ist.  Möglicherweise existieren zu diesem direkten 

zytotoxischen, antitumorösen Effekt auch Veränderungen der Zellmotilität oder 

der  Immunlage.  Auch  wäre  eine  immunstimulierende  Wirkung  der  PDT 

denkbar.

Um  der  Frage  nachzugehen,  ob  immunologische  Mechanismen  oder 

Veränderungen  der  Zellmotilität  den  oben  beschriebenen  Beobachtungen 

zugrunde  liegen,  wurde  folgender  Versuchsaufbau  etabliert:  Mit  in-vitro 

produzierten Mikrotumoren (Tumorsphäroiden) sollte mit der Kombination aus 

ALA- und Bestrahlungsdosis die letale Dosis 50 (LD-50) ermittelt werden, d.h., 

50 % der Zellen innerhalb des Tumorsphäroids liegen in avitalem Zustand vor. 

Anhand  der  PDT-behandelten  Sphäroide  sollte  das  Migrationsverhalten  der 

Tumorzellen,  analog  zu  in-vivo  infiltrierenden  Zellen,  im  Vergleich  zu 

unbehandelten  Tumorsphäroiden  untersucht  werden.  Darüber  hinaus  sollten 

Konfrontationsassays  Hinweise  erbringen,  ob  und  in  welchem  Maße 

Glioblastomzellen durch die PDT-Behandlung einen immunologisch attraktiven 

Reiz zur Antigenaufnahme durch dendritische Zellen darstellen. Abschließend 

sollte betrachtet werden, in wie weit die aktuelle Datenlage zur PDT und den 

immunologischen  und  migrationshemmenden  Effekten  aus  nicht-

neurochirurgischen  Fachgebieten  auf  die  PDT  des  Glioblastoma  multiforme 

übertragbar ist.
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1.7 Das Sphäroidmodell 

Zur  Untersuchung  dieser  Frage  wurden  für  unsere  Experimente 

Tumorsphäroide aus den Glioblastomzelllinien U373 und A172 hergestellt. Im 

Gegensatz  zu  einer  Monolayer-Zellkultur  stellt  ein  Tumorsphäroid  eine 

dreidimensionale Struktur dar.  Bei diesen in-vitro erzeugten Gebilden handelt 

es  sich  um  sphärisch  wachsende  Zellbündel,  die  einem  Tumormodell 

entsprechen.  Diese  dreidimensionalen  in-vitro-Zellkulturen  besitzen  in 

experimentellen  Anwendungen  gegenüber  Monolayerkulturen  zahlreiche 

Vorteile,  da  sie  histomorphologisch  und funktionell  einem in-vivo-Mikrotumor 

entsprechen. Es existieren entsprechende Arbeiten über Zell-Zell-Interaktionen, 

Tumormetabolismen und Konzentrationsgradienten  innerhalb  des Sphäroids 

(Kunz-Schughart  et  al.  2004).  Untersuchungen  über  die  Tumorzellinvasion 

existieren seit 1957 (Moscona et al. 1957). Im Vergleich zu Monolayerkulturen 

besitzen Tumorsphäroide gegenüber soliden in-vivo-Tumoren einen ähnlichen 

histologischen Aufbau und ausgeprägte interzelluläre Kontakte. Sie können in 

ihren Zentren spontane Nekroseherde bilden (Bell et al. 2001; Nirmala et al.  

2001).  Darüber  hinaus  ähnelt  der  Proliferationsgradient   innerhalb  eines 

Tumorsphäroids  dem eines  nicht  zystischen  in-vivo-Tumors.  Es  existiert  ein 

Diffusionsgradient, bei dem das Angebot von Sauerstoff und Nährstoffen  zum 

Sphäroidzentrum  hin  abnimmt  und  die  Konzentration  von  Kohlendioxid 

zunimmt.

Im Vergleich zu Monolayerkulturen produzieren Tumorsphäroide eine ähnliche 

Extrazellulärmatrix wie in-vivo-Tumore (Nedermann et al. 1984) und zeigen eine 

signifikant  höhere  Bildung  von  tumorspezifischen  Antigenen  und 

Wachstumsfaktoren als Monolayerkulturen (Mueller-Klieser et al. 1987). Durch 

die  Gesamtheit  der  oben  beschriebenen  Eigenschaften  eignet  sich  dieses 

Tumormodell  insbesondere gut  für  die  von  uns  durchgeführten 

Migrationsversuche und Konfrontationskulturen.
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1.8 Dendritische Zellen 

Für die Konfrontationsexperimente, die Hinweise darauf liefern sollten, ob und 

in  wie  weit sich  durch  PDT-Behandlung  die  Antigenität  von 

Glioblastomsphäroiden  steigern lässt, wurden dendritische Zellen (DC) genutzt.

DC sind die Initiatorzellen in der afferenten Phase der zellulären antitumorösen 

Antwort. Sie sind in der Lage aufgrund von aktivierenden  Signalen durch die 

Blut-Hirn-Schranke  transendothelial  zu  migrieren  und  dort  Antigene 

aufzunehmen (Zozulya et al. 2009). Es existieren bereits Forschungsansätze, 

in  denen  aus  allogenem  Gliomgewebe  und  seinen  tumorassoziierten 

Antigenen Vakzinen für homologe dendritische Zellen (DC) hergestellt werden 

(Zhang  et  al.  2007),  oder  in  denen  aus  reseziertem,  autologen,  mit  PDT 

behandelten  Tumorgewebe  DC-Vakzinen  hergestellt  werden,  die  nach 

Aufarbeitung subcutan verabreicht werden (Korbelik et al. 2007).

Unreife DC tragen wenig MHC-II Moleküle auf ihrer Oberfläche (Sallusto et al. 

1994). Über Danger-Signals, wozu Ischämie, Infektionen (Winzler et al. 1997; 

Feldman et al. 1994), thermische Schädigung und Zytokine wie IL-1, GM-CSF 

und TNF-alpha (Koide et al., 1987; Kolenik et al., 1990; Josien et al., 1999) 

gehören, kommt es zur Aktivierung der DC und konsekutiv zu einer Zunahme 

der Fähigkeit, Antigene aufzunehmen und zu präsentieren. Die DC migrieren 

aus dem peripheren Gewebe über die Lymphbahnen in die regionären und 

lokalen Lymphknoten. Dort gelangen sie entweder in die T-Zell-Region oder 

die  B-Zell-Follikel  der  Lymphknoten  und  stimulieren  dort  B-  und  T-

Lymphozyten  durch  Zytokine  (Adema et  al.,  1997).  Die Ausreifung der  DC 

induziert  die  Expression  von  Chemokinrezeptoren  und  Zytokinen  und  eine 

Immunantwort (Bancereau J. et al. 2000). 
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2 Methoden   

Die  Experimente  zur  LD-50-Dosisfindung,  die  Migrationsassays,  sowie  die 

gesamte  Herstellung  der  Tumorsphäroide,  wurden  im  neurochirurgischen 

Forschungslabor  der  Universität  Düsseldorf  durchgeführt.  Die 

Konfrontationsassays und die Kultivierung der dendritischen Zellen fanden in 

Kooperation mit dem Institut für Zelltherapeutika und Transplantationsmedizin 

(ITZ) der Universität Düsseldorf statt. 

2.1 Kultivieren der Zellen in Monolayer-Zellkultur 

Die für die Zellkultur nötigen Reagenzien wurden vor Gebrauch im Wasserbad 

auf 37 °C erwärmt. Die humanen A172- und U373-Gliomzelllinien, wurden uns 

mit freundlicher Genehmigung von Herrn PD Dr. R. Sorg aus dem Institut für 

Transplantationsmedizin und Zelltherapeutika (ITZ) der Universität Düsseldorf 

zur Verfügung gestellt.  Diese wurden als Monolayer in T75-Zellkulturflaschen 

kultiviert. Als Medium wurde DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) mit 10 

% hitzeinaktiviertem, fetalen Kälberserum (FCS), 1 % Sodium Pyruvat und 1 % 

Penicillin / Streptomycin verwendet. Die Kultivierung fand im Inkubator bei 5 % 

CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C statt. Täglich wurde das Wachstum 

der Zellen mikroskopisch kontrolliert. Bei einer Konfluenz von ca. 75 % wurden 

die  Zellen  unter  sterilen  Bedingungen  in  einer  Laminar  Air  Flow  Sterilbank 

passagiert. 

Hierzu  wurden  die  Zellen  mit  3  ml  0,05  %iger  Trypsin-  /  EDTA 

(Ethylendiamintetraacetat)-Lösung  bei  37  °C  und  5  %  CO2 vom 

Zellkulturflaschenboden getrennt. Nach dem Ablösen der Zellen wurden 7 ml 

DMEM (mit 10 % FCS, 1 % Sodium-Pyruvat und 1 % Penicillin / Streptomycin) 

zu den Zellen, die in 3 ml Trypsin gelöst waren, hinzugegeben und die Zellen 

resuspendiert.  Von den entstandenen 10 ml Zellsuspension wurden je nach 
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gewünschter  Zellkonzentration  unterschiedliche  Mengen  in  eine  neue  T75-

Zellkulturflasche pipettiert. In die Kulturflaschen wurden noch 20 ml farbloses 

DMEM (mit 10 % FCS, 1 % Penicillin / Streptomycin und 1 % Sodium-Pyruvat) 

gegeben. Überschüssige Zellen wurden verworfen und zum Einfrieren oder zum 

Anlegen  von  Sphäroiden  verwendet.  Das  Kultivieren  der  verdünnten 

Zellsuspension fand im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 über fünf Tage 

statt. Bereits nach einem Tag zeigte sich eine Adhärenz der Einzelzellen am 

Flaschenboden  und  die  Bildung  eines   zweidimensionalen  „Monolayer-

Zellrasens“.  Alle  drei  Tage  fand  ein  Wechsel  des  Zellkulturmediums  statt. 

Hierzu wurde das alte, in der Flasche befindliche Medium abgesaugt und 20 ml 

frisches DMEM (mit 10 % FCS, 1 % Penicillin / Streptomycin und 1 % Sodium-

Pyruvat) wieder hinzugegeben. Während der Versuche war es erforderlich, die 

Zellen beider Zelllinien bei –80 °C einzufrieren und wieder aufzutauen.

2.2 Einfrieren und Lagerung 

DMEM wurde auf 4 °C in einem 15 ml Falconröhrchen vorgekühlt.  Die beim 

Trypsinisieren  entstandene  Zellsuspension  wurde  in  das  vorgekühlte  DMEM 

überführt und anschließend bei 1500 Umdrehungen pro Minute  (U/min) für 5 

min  zentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  abgesaugt  und  das  entstandene 

Zellpellet am Röhrchenboden mit 4,5 ml Einfriermedium, bestehend aus 50 % 

DMEM,  40  %  FCS  und  10  %  Dimethylsulfoxid (DMSO),  resuspendiert. 

Anschließend folgte die Verteilung der entstandenen Zellsuspension auf 1 ml 

fassende Kryoröhrchen. Diese wurden bei –80 °C eingefroren und nach einer 

Woche in flüssigen Stickstoff  überführt.  In diesem Zustand waren die Zellen 

praktisch ohne Zeitbeschränkung lagerbar.
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2.3 Auftauen von Zellen 

Für das Auftauen von Zellen wurden 7 ml vorgekühltes DMEM in ein 15 ml 

Falconröhrchen vorpipettiert.  Im Anschluss daran folgte das Auftauen der im 

flüssigen  Stickstoff  gelagerten  Kryoröhrchen  bei  37  °C  im  Wasserbad  bis 

nahezu kein Eis mehr im Röhrchen sichtbar war. Der Inhalt wurde in das DMEM 

enthaltende  Kryoröhrchen  pipettiert  und  bei  1500  U/min  für  fünf  Minuten 

zentrifugiert.  Das entstandene Pellet  wurde mit  5  ml  37 °C warmem DMEM 

resuspendiert  und  in  eine  15  ml  DMEM  (mit  10  %  FCS,1  %  Penicillin  /  

Streptomycin  und  1  %  Sodium-Pyruvat)  enthaltende  T75-Zellkulturflasche 

gegeben. Es folgte die weitere Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % 

CO2.

2.4 Beschichtung der Arbeitsmaterialien (Zellkulturflaschen, 
Petrischalen und 96-Well-Mikrotiterplatten) mit Noble-Agar 

Zur Herstellung der Tumorzellsphäroide aus einer Monolayer Zellkultur war es 

erforderlich, den Boden der T75-Zellkulturflaschen mit Agar zu beschichten um 

eine Adhärenz der zu kultivierenden Zellen zu verhindern. Folglich bildeten die 

Zellen untereinander Zell-Zellkontakte aus und führten so zum Wachstum eines 

dreidimensionalen Gebildes, dem Tumorsphäroid.  Zur Herstellung des Agars 

wurde  Noble-Agar  der  Firma  Sigma-Aldrich  verwendet.  Hierzu  wurde  ein 

Gramm dieser Substanz mit 20 ml  Li-Chrosolv Wasser für Chromatographie 

zusammengegeben.  Beide  Substanzen  wurden  in  einem  Mikrowellenofen 

viermal bei 400 Watt (W) aufgekocht. Dieses Gemisch wurde mit 80 ml auf 60 

°C vorgeheiztem DMEM (darin enthalten sind 10 % FCS, 1 % Sodium-Pyruvat 

und 1 % Penicillin / Streptomycin) gemischt. Zur Verarbeitung des Agars wurde 

dieser  in  einer  400  ml  Glasflasche  in  einem  Wasserbad  bei  60-80  °C 

warmgehalten. In die T75-Flaschen wurden jeweils 8-10 ml des flüssigen Agars 

pipettiert. Dieser verfestigt sich binnen 30 min auf dem Flaschenboden durch 

Abkühlung. Für die weitere Behandlung der Tumorsphäroide war es ebenfalls 
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bedeutsam  eine  Umgebung  zu  schaffen,  die  den  Sphäroiden  wenig 

Möglichkeiten zur Adhärenzbildung bot. Daher wurden auch die Petrischalen, in 

denen  später  die  Sphäroide  mit  ALA  inkubiert  wurden,  und  die  96-Well-

Mikrotiterplatten, in denen die Bestrahlungen mit dem Laser stattfand, mit Agar 

beschichtet.  Hierzu  wählte  man  eine  Menge  von  4-5  ml  Agar  für  die 

Petrischalen und 100 µl Agar pro Well für die Mikrotiterplatten.

2.5 Herstellung der Tumorsphäroide 

In T75-Zellkulturflaschen wurden Monolayer-Zellkulturen bis zu einer Dichte von 

75 % kultiviert. Diese Zellen wurden mit 3 ml 0,05 %iger Trypsin / EDTA-Lösung 

trypsinisiert. Nach dem Ablösen der Zellen vom Zellkulturflaschenboden wurden 

die  Zellen  mit  7  ml  DMEM (mit  10  % FCS,  1  % Sodium-Pyruvat  und 1 % 

Penicillin  /  Streptomycin)  resuspendiert.  Von  den  entstandenen  10  ml 

Zellsuspension  wurden  6  ml  in  eine  mit  Agar  beschichtete  T75-Flasche 

pipettiert.  Hinzu wurden  noch 20 ml  farbloses DMEM (mit  10  % FCS,  1 % 

Penicillin / Streptomycin und 1 % Sodium-Pyruvat) gegeben. Die beschichtete 

Zellkulturflasche mit der Zellsuspension wurde im Brutschrank bei 37 °C und 5 

%  CO2 über  fünf  Tage  inkubiert.  Über  diesen  Zeitraum  bilden  sich 

Tumorsphäroide mit  einer  Größe von 100 bis  150 µm. Von den sich in  der 

Flasche  befindlichen  26  ml  Medium  mit  Tumorsphäroiden  wurden  10  ml 

Medium mit den darin enthaltenen Sphäroiden abpipettiert und 10 ml frisches 

DMEM (mit 10 % FCS, 1 % Penicillin / Streptomycin und 1 % Sodium-Pyruvat) 

wieder  hinzugegeben.  So  erreichte  man  ein  Ausdünnen  der  hohen 

Sphäroidanzahl in dem Kulturmedium und eine ausreichende Versorgung der 

Zellen mit Nährstoffen. Hierauf folgte eine weitere Inkubation für fünf Tage, bis 

die Tumorsphäroide einen Durchmesser von 250 bis 300 µm erreicht hatten.
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2.6 Ansetzen der ALA-Verdünnung

In 10 ml Wasser für Injektionszwecke wurden 5 g kristallines ALA gelöst. Aus 

diesen 10 ml wurden bei einer später gewünschten ALA-Konzentration von 12,5 

µg/ml eine Menge von 25 µl entnommen (bei gewünschten 15 µg/ml sind es 30 

µl) und in ein 50 ml Falconröhrchen überführt. Dieses wurde mit DMEM (ohne 

FCS,  ohne  Penicillin  /  Streptomycin  und  ohne  Sodium-Pyruvat)  auf  50  ml 

aufgefüllt.  Da  hier  eine  zweifache  Konzentration  vorlag,  wurden  bei  der 

späteren  Inkubation  jeweils  gleiche  Mengen  der  Sphäroide  enthaltenden 

Suspension und der ALA-Verdünnung zusammengegeben.

2.7 Durchführung der ALA-Inkubation und der Verteilung auf die 96-Well-
Mikrotiterplatten 

Die  96-W-Platten  für  den  im  weiteren  Verlauf  beschriebenen  WST-1-Test 

wurden aufgrund der photometrischen Auswertung mit farblosem DMEM ohne 

weitere Zusätze gefüllt (100 µl/Well). Die Randbefüllung betrug 100 µl PBS in 

jedem Well. Da eine Kultivierung von Tumorsphäroiden in nicht FCS-haltigem 

DMEM nicht gelang,  wurden die Sphäroide bis zu einem Durchmesser von 250 

µm  in  beschichteten  T75-Flaschen  mit  FCS-haltigem  DMEM  kultiviert.  Die 

Tumorsphäroide wurden erst unmittelbar vor den Experimenten aus den T75-

Flaschen  in  die  ALA-Inkubation  bzw.  ohne  Inkubation  in  die  96-W-

Mikrotiterplatten  überführt.  Direkt  vor  Versuchsbeginn  wurden  8  ml 

Sphäroidsuspension  einer  T75-Flasche  in  eine  mit  Agar  beschichtete 

Petrischale pipettiert.  Zu diesen 8 ml wurden 8 ml der zweifach konzentrierten 

ALA-Verdünnung gegeben. Aus einer T75-Zellkulturflasche wurden weiterhin 8 

ml  Sphäroidsuspension  in  eine  weitere  mit  Agar  beschichtete  Petrischale 

pipettiert.  In  diese  Petrischale  wurden  weiterhin  8  ml  DMEM  ohne  FCS, 

Penicillin  /  Streptomycin  und  Sodium-Pyruvat  gegeben.  Beide  Petrischalen 

wurden bei 37 °C und 5 % CO2 für vier Stunden inkubiert.  Nach dieser Zeit 

wurden aus beiden Petrischalen die Sphäroide entnommen und auf die Wells 
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der 96-W-Platte überführt. Dies geschah unter mikroskopischer Sicht mit einer 

0,5-10  µl  Pipette.  Die  Mikrotiterplatte  wurde  während  des  Arbeitens  vor 

Lichtexposition durch eine Abdeckung geschützt.

2.8 Der WST-1-Assay 

Das WST-1 Reagenz ist ein Test zur farbspektrometrischen/ photometrischen 

Bestimmung  der  Zellvitalität.  Der  Test  wurde  entwickelt  für  die  in-vitro-

Untersuchung der Wirkung von Wachstumsfaktoren, mitogenen Zytokinen und 

zytotoxischen Agentien in der Zellkultur.

Das zartrote WST-1 (4-{3-(4-iodophenyl9-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio}-1,3-

benzene  disulfonat)  wird  durch  zelluläre  Enzyme  lebender  Zellen  in  das 

dunkelrote Formazan umgewandelt. An dieser Reaktion auf zellulärer Ebene ist 

das mitochondriale succinyl-tetrazolium-reductase-System beteiligt. Der Anstieg 

der Konzentration des Formazans korreliert direkt mit der Anzahl metabolisch 

aktiver, das heißt lebendiger (und nicht abgestorbener) Zellen in der Kultur.

2.9 Durchführung des WST-1-Assays 

Für die  Durchführung des WST-1 Tests  wurde eine 96 W-Mikrotiterplatte  in 

gleicher  Weise  befüllt,  wie  oben  unter  2.7  beschrieben.  Jedem  Well  der 

Standard-  und  jedem  Well  der  Vierfachansätze  wurden  jeweils  drei 

unbehandelte  Sphäroide  im  Durchmesser  von  250  bis  300  µm  zugeteilt.  

Anschließend wurden 10 µl des WST-1 Reagenz in jedes Well pipettiert und im 

Thermomixer  für  20  Sekunden bei  450 U/min durchmischt.  Das Ablesen im 

Biorad-Reader  erfolgte  nach  zwei,  vier,  acht  und  16  Stunden.  Vor  den 

jeweiligen Ablesevorgängen war ein Durchmischen der Wells ebenfalls obligat 

(bei 450 U/min. für ca. 20 Sekunden). Der Reader benutzte  zum Ablesen eine 

Wellenlänge von 415 nm und als Referenzwellenlänge 655 nm.
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2.10 Schema für die Durchführung des Zellproliferationstests WST-1 mit 
U373 Tumorsphäroiden zur LD-50 Dosisfindung 

Als  Vorraussetzung  für  die  im  weiteren  Verlauf  durchgeführten 

Migrationsexperimente und  Konfrontationsassays wurde für  die angewandte 

photodynamische  Therapie  (PDT)  die  Kombinationsdosis  aus  ALA  und 

Lichtenergie  ermittlet,  bei  der  50  % der  Zellen  keine  Vitalität  mehr  zeigten 

(sogenannte letale Dosis 50= LD-50 Dosis). 

Für die Bereitstellung der Lichtenergie wurde das Lasermodell Ceralas / PDT / 

635 nm / 3 W der Firma biolitec® verwendet.  Der Laser gibt Licht mit einer 

Wellenlänge von 635 nm ab. Als Bestrahlungsdauer wurde eine Zeit von 625 

Sekunden  bei  1  W  Energieleistung  gewählt.  Die  Entfernung  zwischen 

Lichtquelle und den in den Wells befindlichen Tumorsphäroiden betrug konstant 

9,3 cm. Unter diesen Bedingungen wurde eine Energieleistung von 40 mW/cm2 

abgegeben,  welche  25  J/s  entspricht.  Zwecks  Standardisierung  wurde  eine 

Bestrahlungsvorrichtung (Abb. 1) genutzt, die bereits für vorhergehende PDT-

Experimente  an  Monolayer-Zellkulturen  in  unserem  Forschungslabor  in 

Zusammenarbeit  mit  der  Firma  Welabo  entwickelt  wurde.  Diese  Apparatur 

ermöglichte  eine  Fixierung  der  Mikrotiterplatten  in  einer  zum  Lichtleiter 

horizontal  verschiebbaren Klemmvorrichtung. Die Verschieblichkeit ermöglicht 

ein Umschalten zwischen den einzelnen zu bestrahlenden Vierergruppen. Die 

Bestrahlungsvorrichtung  erlaubte  eine  simultane  Bestrahlung  von  vier  Wells 

einer 96-W-Mikrotiterplatte.
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Lichtwellenleiter

Blende

Laser

Faserhalter

Blende

96-W-Mikrotiterplatte
Strahlengang

Beweglicher Schlitten
mit Befestigungsvorrichtung für 96-W-Platte

Gerätegehäuse / Geräterahmen

Abb. 1) Bestrahlungsvorrichtung: Diese Apparatur ermöglicht eine Fixierung der Mikrotiterplatten in 

einer zum Lichtleiter  horizontal verschiebbaren Klemmvorrichtung

Die Tumorsphäroide wurden bis zu einem Durchmesser von 250 bis 300 µm in 

den T75-Zellkulturflaschen kultiviert.  Direkt  vor  Versuchsbeginn wurden 8 ml 

des Kulturmediums, welches die Tumorsphäroide als Suspension enthielt, aus 

der T75-Zellkulturflasche in eine mit Agar beschichtete Petrischale pipettiert. Zu 

diesen  8  ml  wurden  8  ml  der   zweifach  konzentrierten  ALA-Verdünnung 

gegeben.  Aus  der  T75-Zellkulturflasche  wurden  weiterhin  8  ml 

Sphäroidsuspension  in  eine  weitere,  mit  Agar  beschichtete  Petrischale 

pipettiert.  In  diese  Petrischale  wurden  8  ml  DMEM  ohne  FCS,  Penicillin  / 

Streptomycin und Sodium-Pyruvat gegeben. Beide Petrischalen wurden bei 37 

°C und 5 % CO2 für vier Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit wurden aus beiden 

Petrischalen die Sphäroide entnommen und auf die 96-W-Platten verteilt. Als 

Zellproliferations-  bzw.  Vitalitätsassay  wurde  der  WST-1-Test  verwendet.  In 

diesem Versuchsaufbau wurden pro Well drei  Sphäroide gewählt.  Nach dem 

Befüllen  der  96-Well-Platte  erfolgte  die  Bestrahlung.  Im  direkten  Anschluss 

wurde die  96-Well-Platte  im CO2-Inkubator  eine Stunde bei  37 °C inkubiert. 

Anschließend wurden 10 µl des WST-1 Reagenz in jedes Well pipettiert und im 
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Thermomixer  für  20  Sekunden bei  450 U/min durchmischt.  Das Ablesen im 

Biorad-Reader erfolgte jeweils nach vier Stunden und nach 16 Stunden. Vor 

den  jeweiligen  Ablesevorgängen  ist  ein  Durchmischen  der  Wells  ebenfalls 

obligat  (bei  450  U/min.  für  ca.  20  Sekunden).  Der  Reader  benutzte   zum 

Ablesen eine Wellenlänge von 415 nm und als Referenzwellenlänge 655 nm.

Zur Untersuchung der alleinigen Bestrahlung ohne ALA-Inkubation bei jeweils 1 

W  wurden  für  jede  Bestrahlungszeit  zwei  Vierfachansätze  mit  jeweils  drei 

Sphäroiden  pro  Well  verwendet  (insgesamt  jeweils  24  Sphäroide  pro 

Bestrahlungsdauer). Diese Anzahl wurde für beide Zelllinien verwendet.

Beim  Betrachten  des  Einflusses  der  alleinigen  ALA-Inkubation  ohne 

Bestrahlung  wurden  in  jeder  ALA-Konzentration  sechs  Vierfachansätze  mit 

jeweils  12  Sphäroiden  durchgeführt  (insgesamt  72  Sphäroide  pro  ALA- 

Konzentration).  Auch  hier  galt die  Anzahl  für  jede  der  beiden  verwendeten 

Zelllinien.

Bei  den Behandlungsgruppen  (ALA und Bestrahlung)  wurden  für  jede  ALA-

Konzentration  sechs  Vierfachansätze  durchgeführt,  entsprechend  jeweils  72 

Sphäroide  pro  Zelllinie  und  ALA-Konzentration.  Bei  den  U373-Sphäroiden 

wurden davon abweichend 14 Vierfachansätze bei den ALA-Konzentrationen 

von 0 µg/ml (168 Sphäroide) und 19 Vierfachansätze (228 Sphäroide) bei 12,5 

µg/ml durchgeführt.

2.11 Migrationsversuch mit den Zelllinien U373 und A172 

Monolayer-Zellkulturen der beiden Zelllinien U373 und A172 wurden separat 

trypsinisiert und getrennt auf die mit Agar beschichteten T75-Zellkulturflaschen 

gegeben.  Die  Zellen  wurden  in  den  T75-Zellkulturflaschen  für  eine  Woche 

kultiviert, bis sich Sphäroide mit einem Durchmesser von 250 µm bildeten. Am 

Tag der Versuchsdurchführung wurden die Tumorsphäroide mit ALA inkubiert. 

Hierfür wurden die Konzentrationen 12,5 µg/ml ALA für die Zelllinie U373 und 

15  µg/ml  ALA  für  die  Zelllinie  A172  gewählt.  Hierzu  wurde  folgende 

Vorgehensweise  genutzt:  Aus  den  Zellkulturflaschen  wurden  10  ml  des  die 
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Sphäroide  enthaltenden  Mediums  entnommen  und  auf  die  mit  Agar 

beschichteten Petrischalen pipettiert.  Zu diesen 10 ml wurden nun 10 ml der 

entsprechenden ALA-Verdünnung in zweifacher Konzentration pipettiert. Diese 

Mischung wurde für  vier  Stunden im CO2-Inkubator  bei  37  °C und 5% CO2 

inkubiert.  Die Sphäroidsuspensionen, ohne ALA-Inkubation (Kontrollgruppen), 

wurden  ebenfalls  in  eine  Petrischale  überführt.  Anschließend  wurden  die 

Sphäroide aus den Petrischalen auf die unbeschichteten 96-Wellplatten verteilt. 

Die Platten enthielten für den Versuch in den am Rand befindlichen Wells 200 

µl  Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung  (PBS) und  in  den  für  die 

Tumorsphäroiden  bestimmten  Wells  150  µl  DMEM  ohne  weitere  Zusätze. 

Folgende Behandlungs bzw. Kontrollgruppen wurden ausgesucht: 

 Tumorsphäroide ohne ALA, ohne anschließende Bestrahlung

 Tumorsphäroide ohne ALA, mit anschließender Bestrahlung

 Tumorsphäroide mit ALA, mit anschließender Bestrahlung

 Tumorsphäroide mit ALA, ohne anschließende Bestrahlung

Bei dieser Aufteilung wurde jeweils ein Tumorsphäroid mit einem Durchmesser 

von 250 µm in je ein Well gegeben. Die oben genannten Gruppen wurden für 

jede Zelllinie separat gebildet. Die Bestrahlung erfolgte für 625 Sekunden bei 1 

W und einer Wellenlänge von 635 nm. Nach dem Bestrahlungsvorgang wurden 

in die tumorsphäroidtragendenden Wells je 50 µl DMEM (mit 10 % FCS, 1 % 

Sodium-Pyruvat  und  1  %  Penicillin  /  Streptomycin)  hinzugefügt,  da  die 

Sphäroide ab diesem Zeitpunkt für fünf Tage kultiviert wurden und FCS für das 

Wachstum und Überleben der Zellen essentiell ist. 

Vor der Bestrahlung wurden die Tumore durch das Mikroskop bei hundertfacher 

Vergrößerung  mit  einer  2,2  Megapixel  Digitalkamera  durch  das  Messokular 

fotografiert.  Es  erfolgte  die  Bestimmung  der  Durchmesser  der  Sphäroide 

unmittelbar  vor  und  nach  der  Bestrahlung  durch  das  Messokular.  Ab  dem 

Zeitpunkt der Bestrahlung wurden über einen Zeitraum von fünf und 14 Tagen 

die  Durchmesser  der  Sphäroide bzw.  die  Migrationsradien der  migrierenden 

Tumorzellen gemessen. 
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Bei den einzelnen Behandlungsgruppen wurden für jede Zelllinie jeweils acht 

Sphäroide über 14 Tage beobachtet.

Es  wurden  Vitalitätskontrollen  der  einzelnen  Behandlungsgruppen  mit  dem 

WST-1-Test durchgeführt. Hierfür wurden nach dem ersten und vierten Tag bei 

jeder Zelllinie für jeden Behandlungsmodus je drei Vierfachansätze mit je 12 

Sphäroiden  mit  dem  WST-1-Test  ausgewertet  (jeweils  36  Sphäroide  pro 

Zelllinie und Behandlungsgruppe). 

Darüber hinaus wurden nach dem ersten und 14. Tag bei beiden Zelllinien für 

jeden Behandlungsmodus je drei Vierfachansätze mit je 12 Sphäroiden mit dem 

WST-1-Test  ausgewertet  (jeweils  36  Sphäroide  pro  Zelllinie  und 

Behandlungsgruppe).  Die  Vitalitätskontrolle  sollte  sicherstellen,  dass  eine 

eventuell  gezeigte  Migrationshemmung  nicht  hauptsächlich  auf  einen 

Zelluntergang während des Beobachtungszeitraums zurückzuführen war.

2.12 Konfrontationsassay mit U373 Sphäroiden und Einzelzellen mit 
dendritischen Zellen 

Im  folgenden  Text  beschriebenen  Konfrontationsassay  wurde  die  PDT-

induzierte  Interaktion  von  Glioblastomzellen  mit  dendritischen  Zellen  (DC) 

untersucht.  Hierfür  wurden  Tumorsphäroide  und  Einzelzellsuspensionen  aus 

Glioblastomzellen  der  Zelllinie  U373   verwendet.  Es  wurden  für  die 

Tumorsphäroide und Einzelzellen analoge Gruppen zu dem vorausgegangenen 

Versuch gebildet.  

Nach der entsprechenden Behandlung wurden die Sphäroide bzw. Einzelzellen 

mit CFDA-SE (grüne Fluoreszenz bei einer Wellenlänge von 488 nm) gefärbt 

und  mit  dendritischen  Zellen  konfrontiert.  Nach  einer  Zeit  von  19  Stunden 

wurden  die  DC  mit  dem  Farbstoff  HLA-DR-Pe  (HLA  =  Humanes 

Leukozytenantigen;  Pe  =  Phycoerythrin)  gegengefärbt  (rote  Fluoreszenz  bei 

564-602  nm).  In  diesem Zeitraum kam es  zur  Interaktion  der  DC mit  dem 

Tumormaterial.  Im  Anschluss  an  die  HLA-DR-Pe-Färbung  fand  eine 

durchflusszytometrische  Auswertung  im  FACS-Analysator  (FACS= 
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fluorescence  activated  cell  sorting) statt.  Durch  die  unterschiedlichen 

Fluoreszenzen konnte nun quantifiziert werden, wieviel Tumorzellmaterial der 

unterschiedlich  behandelten  Tumorsphäroide  (grüne  Fluoreszenz)  in  die  rot 

fluoreszierenden DC aufgenommen wurde. 

Es sollte untersucht werden, ob durch die 5-ALA-basierte PDT eine effektive 

Stimulation der Aufnahme von Tumorzellmaterial induziert werden konnte. Der 

genaue Versuchsaufbau stellte sich wie folgt dar:

Aus der leukozytenreichen Fraktion eines antikoagulierten Vollbluts (Buffy Coat) 

wurden mittels des Ficolldichtegradienten mononukleäre Zellen (MNC) isoliert. 

Diese Zellen wurden uns freundlicherweise von Herrn Dr. Sorg aus dem Institut  

für  Transplantationsdiagnostik  und  Zelltherapeutika  (ITZ)  des 

Universitätsklinikums Düsseldorf  zur Verfügung gestellt.

Aufgrund der  Eigenschaft,  dass Monocyten  auf  ihrer  Oberfläche das CD14-

Antigen  tragen,  wurden  anhand  des  Protokolls  von  Sorg  et  al.  (2003) 

immunmagnetisch  CD14+  Monozyten  angereichert  und  isoliert.   Die 

angereicherten  Monocyten  wurden  nach  einem  Waschschritt  direkt  in  die 

jeweiligen Versuche eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei    –80 °C 

eingefroren.

Sechs Tage vor Konfrontation von dendritischen Zellen und Tumorsphäroiden 

(am Tag sieben), wurden die Monozyten aus der –80 °C Lagerung aufgetaut. 

Anschließend wurde die entstandene Zellsuspension auf eine Zellzahl von 106 

Zellen eingestellt. Diese Zellsuspension wurde auf eine 24-Well-Mikrotiterplatte 

verteilt, wobei 2 ml in jedes Well gegeben wurden. Hierzu werden 1000 Units/ml 

(U/ml) GM-CSF und Interleukin-4 (IL-4) gegeben. Das GM-CSF (Granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor) wirkt stimulierend auf die Differenzierung 

der  Monozyten  zu  dendritischen  Zellen.  Das  IL-4  führt  zu  einer 

Herunterregulierung der CD-14-Rezeptoren der Monozyten. Nach zwei und fünf 

Tagen fand je ein Mediumwechsel statt.  Hierzu wurden aus jedem Well 1 ml 

des Zellkulturmediums abgezogen und 1 ml  frisches Medium mit  2000 U/ml 

GM-CSF und 2000 U/ml IL4 pro Well hinzugefügt. Für diesen Versuchsaufbau 

wurde als Kulturmedium ebenfalls DMEM (ohne FCS, Penicillin / Streptomycin 

und Sodium-Pyruvat)  verwendet.  Am Tag sieben fand die  Konfrontation der 
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Tumorsphäroide bzw. der Einzelzellsuspension der Zelllinie U373 mit den DC 

statt.

Die PDT-behandelten Tumorzellen (LD-50) und die Zellen der Kontrollgruppen 

wurden vor der Konfrontation mit dem Farbstoff CFDA-SE (Carboxyfluoreszin-

diazetat-succimidylester)   gefärbt.  Dieser  gelangt  in  das Zellinnere und wird 

durch zelleigene Enzyme in den bei Anregung mit einer Wellenlänge von 488 

nm  sichtbaren  Fluoreszenzfarbstoff  CFSE  (Carboxyfluorescein-Succimidyl 

Ester) gespalten. 

Für  den  Färbevorgang  wurden  die  Sphäroide  und  Einzelzellen  je  nach 

Behandlungsgruppe  in  ein  entsprechendes  mit  PBS  gefülltes  15  ml 

Falconröhrchen pipettiert. Diese wurden für 15 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert  und  anschließend  mit  CFDA-SE  (Carboxyfluoreszin-diazetat-

succimidylester) in einer Konzentration von 0,5 µM gefärbt. Hierauf folgte eine 

weitere 15-minütige Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2. Die Zellen wurden auf 

den Grund des Falconröhrchens zentrifugiert (3 min bei 1000 U/min) und das 

überstehende PBS abgesaugt. Es folgte ein Waschvorgang mit 2 ml PBS und 

erneuter Zentrifugation und anschließendem Absaugen des PBS. Anschließend 

wurden  in  jedes  Well  1  ml  Medium  (CellGro)  gefüllt.  Die  darauf  folgende 

Inkubation (37 °C; 5 % CO2) bewirkte, dass nicht gebundener Farbstoff aus den 

Zellen herausdiffundieren konnte. Im Anschluss hieran fand ein weiterer  wie 

oben beschriebener Waschvorgang statt, bei dem die Falconröhrchen ebenfalls 

wieder  mit  1  ml  CellGro  aufgefüllt  wurden.  Die  Tumorsphäroide  wurden 

entsprechend der  einzelnen Gruppen auf  die  96-Well-Mikrotiterplatte  verteilt, 

wobei zehn Sphäroide im jeweiligen Durchmesser von 250-300 µm pro Well 

verwendet wurden.

Zur Herstellung der Einzelzellsuspension wurden die Zellen der Zelllinie U373 

auf T75-Zellkulturflaschen bis zu einer Dichte von ca. 75 % kultiviert. Am Tag 

des  Experimentes  wurde  das  Kulturmedium  abgesaugt  und  der  zurück 

bleibende  Zellrasen  mit  PBS  gespült.  Anschließend  wurde  in  die 

Zellkulturflaschen, die später die mit ALA inkubierten Zellen lieferten, 15 ml der 

ALA-Verdünnung (12,5 µg ALA/ml) pipettiert. In die Zellkulturflaschen, die nicht 

mit  ALA  in  Kontakt  kamen,  wurde  lediglich  DMEM  ohne  weitere  Zusätze 
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gegeben.  Die  Flaschen  wurden  bei  37  °C  und  5  %  CO2 für  vier  Stunden 

inkubiert.  Anschließend  wurden  die  Monolayer  mit  3  ml  Trypsin  in  eine 

Zellsuspension umgewandelt. Die aus den jeweils mit ALA inkubierten Zellen 

und den nicht mit ALA inkubierten Zellen entstandenen Zellsuspensionen aus 

jeweils fünf Zellkulturflaschen wurden durch Zentrifugieren ( 2500 U/min für fünf  

min)  konzentriert  und  auf  eine  Konzentration  auf  106 Zellen  pro  100  µl 

eingestellt. Diese wurden auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte ausgebracht, indem 

100 µl der entsprechenden Zellsuspension (ALA / kein ALA) in Vierergruppen 

auf  die  Mikrotiterplatte  verteilt  wurden.  Im  Anschluss  daran  erfolgte  die 

Bestrahlung  (625  s  bei  1  W  und  einer  Wellenlänge  von  635  nm).  Die 

entsprechend  behandelten  Sphäroide  und  Einzelzellsuspensionen  (+ALA  / 

+PDT; -ALA / +PDT; +ALA / -Bestrahlung; -ALA / -Bestrahlung) wurden aus den 

15 ml Falconröhrchen  auf die 24-Well-Platte zu den DC überführt. Nach einer 

ca. 19-stündigen Inkubation über Nacht wurden alle Wells separat geerntet und 

mit  HLA-DR-Pe gegengefärbt. Hierfür wurden 5 µl des Farbstoffs auf 100 µl 

Zellsuspension (DC mit den enthaltenden Sphäroiden) verwendet. Im folgenden 

15-minütigen Waschvorgang wurde der überschüssige Farbstoff beseitigt. Die 

monoklonalen Antikörper  gegen HLA-DR waren Pe konjugiert,  die  hierdurch 

eine rote Fluoreszenz bei einer Wellenlänge von 546-602 nm erzielten. HLA-DR 

befindet sich als Oberflächenantigen auf den Monocyten, jedoch nicht auf den 

Gliomzellen.  Hierdurch  ließen  sich  die  Zellen  bei  der  FACS-Analyse  und 

mikroskopisch voneinander  unterscheiden.  Eine  Negativkontrollgruppe wurde 

gebildet, bei der ausschließlich DC (ohne Sphäroide) mit IgG1 Pe und HLA-DR-

Pe gefärbt  wuden.  Hier  kamen ebenfalls  je  5  µl  des  Farbstoffs  auf  100  µl 

Zellsuspension. Auch hier folgte nach 15 Minuten ein Waschvorgang mit PBS. 
Jede untersuchte Gruppe (+ALA / +PDT; -ALA / +PDT; +ALA / -Bestrahlung; 

-ALA / -Bestrahlung) wurde aus je zehn Sphäroiden auf 2x106 DC gebildet. Bei 

der Einzelzellsuspension der U373 Zellen waren es 2x106 Glioblastomzellen auf 

2x106 DC.  Die  Versuchsanzahl  bei  Sphäroiden  und  bei  den 

Einzelzellsuspensionen betrug n = 3.
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2.13 Statistische Auswertung 

Sämtliche statistische Auswertungen von Ergebnissen dieser Arbeit  erfolgten 

mit  dem  Computerprogramm  SPSS.  Wir  verwendeten  das  statistische 

Verfahren  der  "Analysis  of  Variance"  =  Varianzanalyse  (ANOVA)  um 

Unterschiede  zwischen  verschiedenen  Behandlungsgruppen  herauszufinden. 

Die  ANOVA  vergleicht  Mittelwerte  von  drei  oder  mehr  Gruppen  bzw. 

Bedingungen.  Die  ANOVA  wird  dann  herangezogen,  wenn  man  eine 

unabhängige Variable in Abhängigkeit  von einer abhängigen Variable in  drei 

oder mehr Stufen betrachtet.  Mit einer ANOVA gelingt es, die Varianz in den 

experimentell  erhobenen  Daten  nach  systematischer  Varianz  (Varianz,  die 

aufgrund experimenteller Manipulation entsteht) und unsystematischer Varianz 

(Varianz,  die  sich  aus  interindividuellen  Unterschieden  und  experimentellen 

Fehlern ergibt)  zu  trennen.  Das Verhältnis  zwischen systematischer  Varianz 

und unsystematischer Varianz wird als F-Ratio angegeben. Wenn mehr Varianz 

durch experimentelle Manipulationen erklärt werden kann als unerklärbar bleibt, 

ergibt sich ein hoher F-Wert und man kann mit gewisser Wahrscheinlichkeit (mit  

95 % Wahrscheinlichkeit bei einem Signifikanzniveau von p = 0.05) sagen, dass 

die  gemessenen  Unterschiede  auf  die  experimentell  variierte,  unabhängige 

Variable zurückzuführen sind. Im Anschluss an den ANOVA-Test, der prüfte, ob 

signifikante  Unterschiede  bzw.  Abweichungen  zwischen  den  einzelnen 

Mittelwerten  im  allgemeinen  vorhanden  sind,  wurde  als  Post-Hoc-Test  die 

Scheffé-Prozedur durchgeführt. Diese führt gemeinsame paarweise Vergleiche 

gleichzeitig für alle möglichen paarweisen Kombinationen der Mittelwerte durch. 

Dieser  Test  kann  nicht  nur  paarweise  Vergleiche  durchführen,  sondern 

sämtliche  möglichen  linearen  Kombinationen  von  Gruppenmittelwerten 

untersuchen und die Signifikanz der einzelnen Kombinationen bestimmen. Als 

Signifikanzniveau wurde in der statistischen Auswertung ein Wert von p < 0,05 

festgelegt. Eine schwache Signifikanz wurde bei  p < 0,1 angenommen.

Für  unsere  statistische  Auswertung  wurde  der  einfaktorielle   ONE-WAY-

ANOVA-Test (analysis of variances) verwendet, bei dem es definitionsgemäß 

nur eine unabhängige Variable (Faktor) mit mehreren Stufen/Gruppen gibt.
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Als  abhängige  Variable  (AV)  wurde  bei  den  Migrationsassays  die  Variable 

ALA-Konzentration verwendet.  Die unabhängige Variable (UV) bildete der zu 

den unterschiedlichen Zeiten ermittelte Migrationsradius.  Aus den Mittelwerten 

der  Migrationsradien  zu  den  einzelnen  gemessenen  Zeitpunkten  wurde  die 

Regressionsgerade mit ihrer Steigung nach der Geradengleichung y = a x + c 

(y=Steigung; c=Achsenabschnitt) errechnet.

Bei der Vitalitätskontrolle in Abhängigkeit vom Behandlungsmodus nach einem, 

vier und 14 Tagen wurde ebenfalls der ONE-WAY-ANOVA-Test verwendet.

Die unabhängigen Variablen bildeten die Behandlungsmodi (-ALA / -R; +ALA / 

-R; –ALA / +R; +ALA / +R) an jeweils Tag eins, Tag vier und Tag 14.  Die  

abhängige  Variable  bildete  die  gemessene  Zellvitalität.  Als  Post-Hoc-Test 

wurde die Scheffée-Prozedur (Mehrfachvergleiche) durchgeführt um genauere 

Aussagen  über  die  Signifikanz  der  Unterschiede  der  einzelnen  Gruppen 

zueinander zu machen.

In  der  statistischen Auswertung  der  Konfrontationsassays  zwischen DC und 

U373-Sphäroiden  bzw.  Tumoreinzelzellen  wurde  ebenfalls  der  ONE-WAY-

ANOVA-Test  verwendet.  Als  abhängige  Variablen  fungierten  hier  die 

Behandlungsmodi  (-ALA  /  -R;  +ALA  /  -R;  –ALA  /  +R;  +ALA  /  +R),  als 

unabhängige  Variable  der  Anteil  DC,  welche  grün  fluoreszierendes  U373-

Zellmaterial aufgenommen hatten. Für die Post-Hoc-Mehrfachvergleiche wurde 

die  Scheffé-Prozedur  herangezogen  um  die  Signifikanzen  einzelner 

Behandlungsmodi im Vergleich zu bestimmen. 
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3 Ergebnisse   

3.1 Verhalten des WST-1 Tests 

Um genauere Aussagen über das Verhalten der Farbreaktion des WST-1 Tests 

bei  der Interaktion mit  vitalen Zellen zu machen,  wurde die Tumorsphäroid-

induzierte Extinktionsänderung des Tests im zeitlichen Verlauf betrachtet. Es 

wurden vier Vierfachansätze mit drei Tumorsphäroiden (250 µm Durchmesser) 

pro Well  durchgeführt. Die photometrische Auswertung fand nach einer, zwei, 

vier, acht und 16 Stunden statt. Hierbei zeigte sich, dass die Extinktion ab einer 

Stunde  nach  Zugabe  des  WST-Reagenzes  stetig  zunahm  und  nach  acht 

Stunden nahezu konstant bei einem Wert von 0,537 blieb. Nach 16 Stunden 

blieb  der  Wert  nahezu  unverändert.  Die  Steigung  der  Geraden  im  Bereich 

zwischen dem Zeitpunkt der Zugabe des WST-Reagenzes und acht Stunden 

ist proportional zur Anzahl vitaler Zellen. Zusätzlich kam es zu einer leichten 

Zunahme der Standardabweichung bei späteren Ablesezeitpunkten. Aufgrund 

dieser Erkenntnisse wurde als Inkubationszeit bis zum Ablesen eine Dauer von 

vier  Stunden  gewählt.  Das  Verhalten  der  Extinktion  über  die  Zeit  ist  in 

Abbildung 2 dargestellt.
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Abb. 2) Extinktionsänderung im WST-1-Test im zeitlichen Verlauf, hervorgerufen durch  

             unbehandelte U373-Sphäroide.

3.2  Zellvitalität der Sphäroide ohne ALA, nach Bestrahlung 

Für die beiden Zelllinien U373 und A172 wurde die alleinige Bestrahlung (ohne 

ALA-Inkubation)  der  Sphäroide mit  Laserlicht  (625 s,  bei  1  W und 635 nm 

Wellenlänge) als Kontrolle zu den Behandlungsgruppen mit photodynamischer 

Therapie (ALA mit  Laserbestrahlung) durchgeführt.  Es wurde die Zellvitalität 

nach  vier  Stunden  mit  dem  WST-1Test  gemessen.  Es  wurden 

Bestrahlungszeiten  von  null  Sekunden  bis  hin  zu  700  Sekunden  in 

Hunderterschritten  gewählt.  Nach  jeder  der  unterschiedlichen 

Bestrahlungszeiten wurde mit den entsprechenden Sphäroiden der WST-1 Test 

praktiziert  und nach 16 Stunden photometrisch ausgewertet.  Hierfür  wurden 

wieder  Vierfachansätze  mit  jeweils  drei  Sphäroiden  pro  Well  verwendet. 

Separat für jede Zelllinie (U373 und A172) wurden für jede Bestrahlungszeit je 

zwei  Vierfachansätze  mit  12  Sphäroiden  gewählt.  Die  Extinktion  eines 

Vierfachansatzes  wurde  prozentual  auf  die  Extinktion  der  Standardgruppe 

(ohne ALA; ohne R) bezogen. Der resultierende Prozentwert repräsentierte die 

verbliebene Zellvitalität der vier bestrahlten Wells. Es wurden die Mittelwerte 
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jeweils beider Vierfachansätze als verbliebene Zellvitalität dargestellt (Abb. 3). 

Bei beiden Zelllinien zeigte sich, dass die alleinige Bestrahlung mit Laserlicht 

mit  einer Wellenlänge von 635nm und einer Energiedosis von 1 W für eine 

Dauer von 625 s keinen mit dem WST-1-Test messbaren, signifikanten Effekt 

auf die Zellvitalität besitzt.
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Abb. 3)     Zellvitalität der U373- und A172-Sphäroide im WST-1-Test nach vier Stunden 

ohne ALA-Inkubation in Abhängigkeit von der Bestrahlungszeit bei jeweils 1 

W. 

3.3 Zellvitalität in Abhängigkeit von der ALA-Dosis, ohne 
Bestrahlung 

Als Kontrollgruppe zu den behandelten Sphäroiden wurden Tumorsphäroide 

unter gleichen Bedingungen behandelt wie die der Behandlungsgruppe (ALA-

Inkubation),  mit  dem  Unterschied,  dass  keine  Bestrahlung  mit  Laserlicht 

stattfand. Die sonstigen Parameter waren bei  den Versuchen identisch. Das 

heißt, es wurden Sphäroide in einem Durchmesser von 250-300 µm verwendet, 

die ALA-Konzentrationen betrugen 3; 6; 12,5; 15; 18 und 25 µg/ml bei einer 

Inkubation von vier Stunden und einer Bestrahlungszeit von 625 s bei 1 W. 
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Nach vier Stunden wurde der photometrische WST-1 Test angewendet. Dieser 

Versuchsaufbau wurde in  identischer  Weise  bei  beiden Zelllinien  U373 und 

A172 praktiziert. Es wurden in jeder ALA-Konzentration sechs Vierfachansätze 

mit  jeweils  12  Sphäroiden  durchgeführt  (insgesamt  72  Sphäroide  pro  ALA-

Konzentration). Die verbliebene Zellvitalität wird prozentual als Mittelwert der 

sechs Vierfachansätze in dargestellt (Abb. 4).

Es zeigte sich im WST-1-Test nach vier Stunden bei allen ALA-Konzentrationen 

kein  signifikanter  Unterschied  in  der  Zellvitalität  im  Vergleich  zur 

Standardgruppe (kein ALA, keine Bestrahlung).  Die Zellvitalität  lag bei  allen 

Gruppen nach vier Stunden bei nahezu 100 % (Abb. 4).

Folglich zeigt sich, dass die alleinige Inkubation von ALA in den angegebenen 

Konzentrationen (3-25 µg/ml) keinerlei hemmenden oder stimulierenden Effekt 

auf die Zellvitalität der Gliomsphäroide besitzt. Auch die doppelte Dosis von 5-

ALA  konnte  das  Wachstum  der  Sphäroide  ohne  PDT  nicht  signifikant 

beeinflussen. 
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ALA-Konzentration in µg/ml
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Abb. 4)    Zellvitalität der U-373- undA172-Sphäroide nach 4 h im WST-1-

test  in  Abhängigkeit  von  der  ALA-Konzentration  ohne 

Laserbestrahlung.  Signifikante  Unterschiede  waren  auch  hier 

nicht erkennbar.

3.4 Ermittlung einer letalen Dosis 50 (LD-50) bei U373- und 
A172-Sphäroiden 

Für die Bestimmung einer sogenannten LD-50 (letale Dosis 50), bei der die 

Hälfte der Zellen keine Vitalität mehr aufweist, wurden Sphäroide mit einer fixen 

Bestrahlungsdosis  von  625 Sekunden bei  1  W und  variabler,  eskalierender 

ALA-Konzentration  gewählt.  Es  wurden Tumorsphäroide  der  Zelllinien  U373 

und A172 mit einem Durchmesser von 250 bis 300 µm verwendet. Als ALA-

Konzentrationen wurden für jede Zelllinie folgende Werte gewählt:

kein ALA; 3 µg/l; 6 µg /ml; 12,5 µg/ml; 15 µg/ml; 18 µg/ml; 25 µg/ml.

Für  die  Dosisfindungsexperimente  wurden  Vierfachansätze  gewählt,  wobei 

jedem Ansatz 12 Sphäroide zugrunde liegen (drei Sphäroide pro Well). Für die 

Zelllinien  A172  und  U373  wurden  für  jede  ALA-Konzentration  sechs 

Vierfachansätze durchgeführt (72 Sphäroide pro ALA-Konzentration). Bei der 

Zelllinie U373 wurden davon abweichend bei den ALA-Konzentrationen von 0 

31



Ergebnisse

µg/ml  14  Vierfachansätze  (168  Sphäroide)  und  bei  12,5  µg/ml  19 

Vierfachansätze (228 Sphäroide) durchgeführt.

Die Zellvitalität  wurde auch hier wieder nach vier  Stunden mit  dem WST-1-

Assay nach dem oben beschriebenen Schema gemessen. Hierbei entsprach 

die  Kontrollgruppe  einer  Vitalität  von  100  %.  Die  verbliebene  Vitalität  der 

einzelnen  Behandlungsgruppen  wurde  prozentual  auf  die  Standardgruppe 

bezogen.

Vier  Stunden nach Bestrahlung der  Tumorsphäroide  beider  Zelllinien  zeigte 

sich bei 0 µg/ml, 3 µg/ml und bei 6 µg/ml keine Vitalitätsminderung. Bei weiter 

ansteigender ALA-Dosis zeigte sich eine Abnahme der Vitalität. So lagen bei 

12,5 µg/ml bei der Zelllinie U373 eine Minderung des Zellwachstums auf 62,1 

% und bei A172-Zellen eine Minderung auf 49,4 % bei 15 µg/ml vor. Bei weiter 

ansteigender ALA-Dosis ging die verbleibende Zellvitalität bei beiden Zelllinien 

immer weiter gegen Null. Abbildung 5 zeigt die  verbliebene Zellvitalität nach 

PDT in Abhängigkeit von der ALA-Konzentration für beide Zelllinien. Aus dem 

sigmoidalen Verlauf der in Abb. 5 dargestellten Kurven lässt sich schließen, 

dass relativ  geringe Schwankungen der  ALA-Dosis in  einem Bereich von 6 

µg/ml bis 15 µg/ml ALA (bei 625 s Bestrahlung bei 1 W) einen relativ starken 

Effekt auf die Zellvitalität haben.

Aus diesen Ergebnissen ließen sich für die weiteren Versuche eine LD-50 von 

12,5 µg/ml ALA bei 625 s und 1 W Laserlicht mit der Wellenlänge von 635 nm 

für  die  Zelllinie  U373 und 15 µg/ml  ALA für  die  Zelllinie  A172 bei  gleichen 

Bestrahlungsparametern festlegen.
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Abb. 5) Gezeigt wird die Zellvitälität von U373- und A172-Sphäroiden nach vier  

              Stunden im WST-1-Test nach PDT (625 s bei 1 W) in Abhängigkeit von der 

              ALA-Konzentration. Bei den U373-Sphäroiden zeigen sich 60 % Vitalität bei 

              einer ALA-Konzentration von 12,5 µg/ml, bei den A172-Sphäroiden liegt die 

              LD-50 bei 15 µg/ml.

3.5 Migrationsverhalten der Tumorsphäroide, ohne ALA-
Behandlung und ohne Bestrahlung 

Zur Untersuchung der Beeinflussung der Migrationsfähigkeit von Tumorzellen 

aus  Gliomsphäroiden  der  Zelllinien  U373  und  A172  wurden  neben  der 

Behandlungsgruppe aus Sphäroiden mit ALA-Inkubation und Bestrahlung die 

im Methodikteil beschriebenen Kontrollgruppen gebildet.
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Für die Zellen der Linie U373 wurde eine ALA-Konzentration von 12,5 µg/ml 

gewählt  und für  die  Zellen  der  Linie  eine  Konzentration  von  15 µg/ml.  Die 

Bestrahlungszeit betrug jeweils 625 s bei 1 W. Diese Parameter entsprachen 

der für die jeweilige Zelllinie ermittelten LD-50. Bei beiden Zelllinien wurden in 

der  Kontrollgruppe  (-ALA/-PDT)  jeweils  die  Durchmesser  der  Fläche  der 

migrierenden Zellen von je acht Sphäroiden über einen Zeitraum von 14 Tagen 

bestimmt.  Dies  geschah  lichtmikroskopisch  mit  einem  Messokular.  Das 

mikroskopische  Erscheinungsbild  der  Sphäroide  in  Abhängigkeit  vom 

Behandlungsmodus  ist  in  den  Abbildungen  sechs  bis  neun  gezeigt.  In  den 

Abbildungen  sieben  und  neun  lassen  sich  die  vom  Tumorsphäroid  in  die 

Peripherie migrierenden Tumorzellen erkennen.

Die  in  Abbildung  zehn  gezeigten  Werte  stellen  Mittelwerte  der  jeweiligen 

Durchmesser  zu  den  unterschiedlichen  Beobachtungszeitpunkten  dar 

(Beobachtungszeitraum:  14  Tage).  Der  Durchmesser  von  250  µm  gilt  als 

Ausgangsradius,  welcher  dem durchschnittlichen Sphäroiddurchmesser ohne 

Migration entspricht. Es zeigte sich bei beiden Zelllinien eine stetige Zunahme 

des  Migrationsradius,  wobei  die  Migration  der  A172-Zellen  eine  etwas 

langsamere Progredienz vorweiste. Aus den Mittelwerten der Migrationsradien 

an  den  unterschiedlichen  Messzeitpunkten  wurde  eine  Regressionsgerade 

ermittelt und als Steigung angegeben.

Die Steigung für die A172 Zellen betrug 141,135 bei  einer Signifikanz  von 

p<0,000  im  ANOVA-Test  (Signifikanzniveau:  0,05)  mit  einem Achsabschnitt 

von –30,27. 

Für die U373 Zellen war der Wert der Steigung 258,118 bei einer Signifikanz 

von p<0,000 mit einem Achsabschnitt von 55,99. Das Migrationsverhalten der 

U373-Zellen zeigte sich ausgeprägter, als das der A172-Sphäroide, was die 

größere Steigung der U373-Zellen erklärt.
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Abb. 6)                                                         Abb. 7)

Tumorsphäroid                                                       Tumorsphäroid   

ohne ALA, ohne Bestrahlung,                                ohne ALA, ohne Bestrahlung,

direkt nach der Inkubation (U373)                          nach vier Tagen (U373)

                         
Abb. 8)                                                    Abb. 9)     
Tumorsphäroid                                                         Tumorsphäroid

ohne ALA, ohne Bestrahlung,                                  ohne ALA, ohne 

direkt nach ALA-Inkubation (A172)                          Bestrahlung nach vier Tagen (A172) 

                                                                                                                                        

Tage nach Versuchsbeginn
2 4 6 8 10 12 14

0

1000

2000

3000

4000

5000

U373-Sphäroide
A172-Sphäroide
Regressionsgerade

D
u
rc

h
m

e
s
s
e
r 

d
e
r 

M
ig

ra
ti
o
n
s
fl
ä
c
h
e
 i
n
 µ

m

Abb. 10) Migrationsverhalten der U373- und A172-Tumorsphäroide, ohne ALA-Inkubation 

               und ohne Laserbestrahlung. Beobachtungszeitraum: 14 Tage. 

3.6 Migrationsverhalten der Tumorsphäroide, ohne ALA-
Behandlung und mit Bestrahlung 

Als weitere Kontrollgruppe wurde an beiden Zelllinien die Kontrollgruppe ohne 

ALA-Kontakt  mit  625  s  Laserlichtbestrahlung  bei  1  W  untersucht.  Hierfür 

wurden die Tumorsphäroide von den mit Agar beschichteten Petrischalen auf 

nicht beschichtete 96-Well-Mikrotiterplatten gegeben. Im Anschluss daran fand 
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die Bestrahlung statt.  Die Bestimmung bzw. Berechnung der Mittelwerte der 

Migrationsdurchmesser glich der oben beschriebenen Methode. Die Anzahl der 

Sphäroide betrug pro Zelllinie je acht Einzelsphäroide.

In  diesem  Versuchsaufbau  (-ALA/+Bestrahlung)  zeigte  sich  ebenfalls  bei 

beiden Zelllinien eine deutliche Zellmigration über den Zeitraum von 14 Tagen 

(Abb. 11 und 12). Auch hier fiel die Migration der A172-Zellen im Vergleich zu 

den  U373-Zellen  geringer  aus.  Die  graphische  Darstellung  des 

Migrationsverhaltens zeigt Abbildung 13.

Die  Steigung  für  die  A172  Zellen  betrug  163,7  (p<0,000  im  ANOVA-Test;  

Achsabschnitt= –197,4). 

Die U373 Zellen zeigten auch hier eine größere Steigung von 266,95 (p<0,000; 

Achsabschnitt von –40,28). 

                      
Abb. 11)                                                        Abb. 12) 

Ohne ALA, mit Bestrahlung,                                           Ohne ALA, mit Bestrahlung,

U373 nach vier Tagen                                                    A172 nach vier Tagen      
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Abb. 13) Migrationsverhalten der U373- und A172-Tumorsphäroide, ohne ALA-Inkubation 

               und mit Laserbestrahlung. Beobachtungszeitraum: 14 Tage.

3.7 Migrationsverhalten der Tumorsphäroide mit ALA-
Behandlung und ohne Bestrahlung 

Die  Zelllinien  U373  und  A172  wurden  nach  ALA-Inkubation  mit  den 

Konzentrationen von 12,5 µg/ml (U373) und 15 mg/ml (A172) ohne Bestrahlung 

hinsichtlich ihres Migrationsverhaltens untersucht. Die Abbildungen 14 und 15 

zeigen das Wachstumsverhalten der Migrationsfront bei den Tumorsphäroiden 

mit ALA-Behandlung und ohne Bestrahlung über einen Zeitraum von 14 Tagen. 

Die  Anzahl der Sphäroide betrug auch in diesem Versuchsaufbau pro Zelllinie 

acht Einzelsphäroide. Auch hier bestätigten sich die Ergebnisse der übrigen 

Kontrollgruppen.  Es  war  ein  konstantes  Wachstum der  Migrationsradien  zu 

verzeichnen (Abb. 16), wobei die die Steigung für die A172-Zellen mit einem 

Wert von  97,849 (p<0,000 im ANOVA-Test; Achsabschnitt:  45,687) niedriger 

ausfiel. Für die U373 Zellen betrug die Steigung 149,184 bei einer Signifikanz 

von p<0,000 mit einem Achsabschnitt von 23,530.

Darüber  hinaus  fiel  auf,  dass  das  Migrationsverhalten  nach  alleiniger  ALA-

Inkubation niedriger ausfiel als bei den Gruppen ohne ALA (siehe unten). 
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Abb. 14)                                                                                 Abb. 15)

Mit ALA, ohne Bestrahlung,                                                   Mit ALA, ohne Bestrahlung,

nach vier Tagen (U373)                                                         nach vier Tagen (A172) 
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Abb. 16) Migrationsverhalten der U373- und A172-Tumorsphäroide, mit ALA-Inkubation und  

               ohne Laserbestrahlung. Beobachtungszeitraum: 14 Tage. 

3.8 Verhalten der Tumorsphäroide nach PDT (mit ALA-
Behandlung und Bestrahlung) 

In den Behandlungsgruppen (mit ALA und Bestrahlung) beider Zelllinien (U373 

und A172) wurde die PDT mit 12,5 µg/ml ALA (U373) und 15 µg/ml ALA (A172) 

über  623  Sekunden  bei  1  W durchgeführt.  Diese  Kombinationen  aus  ALA-

Konzentration  und  Energiedosis  entsprachen  den  in  den  vohergehenden 
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Versuchen  ermittelten  LD-50.  Insgesamt  wurden  für  jede  Zelllinie  acht 

Sphäroide im Durchmesser von ca. 250 µm über einen Zeitraum von 14 Tagen 

beobachtet.

Bei  den  direkt  nach  der  Bestrahlung  mit  dem  Messokular  ausgemessenen 

Sphäroiden beider Zelllinien zeigte sich kein Unterschied zu den Sphäroiden 

vor der Bestrahlung (Abb. 17). Nach einem Tag fand sich eine Größenzunahme 

der Tumore auf 285,417 µm (U373) und 289,667 µm (A172) (Abb. 18 und 20).  

Diese Durchmesser stellen den Mittelwert der jeweils 24 Sphäroide dar. Nach 

zwei Tagen zeigte sich lediglich ein geringer Anstieg der Sphäroiddurchmesser 

auf  325,667 µm (U373) und 295,833 µm (A172).  Nach drei  Tagen war  ein 

Abfallen der durchschnittlichen Durchmesser auf 269,565 µm (U373) (Abb. 19) 

und 268,201 µm (A172) zu verzeichnen. Dieser Wert blieb auch nach 14 Tagen 

bei beiden Zelllinien nahezu unverändert. Des weiteren fanden sich bei beiden 

Zelllinien über den gesamten Beobachtungszeitraum von vier und 14 Tagen 

keine  migrierenden  Zellen  im  Umkreis  der  Tumorsphäroide.  Der  zeitliche 

Verlauf  des Wachstumsverhaltens der  Tumorsphäroide ist  in  Abbildung  21 

graphisch  dargestellt.  Die  Steigung  der  Regressionsgeraden  für  die  A172 

Zellen betrug  -3,871    bei einer Signifikanz  von p = 0,001 im ANOVA-Test mit 

einem Achsabschnitt von 261,264. 

Die negative Steigung kam durch die initiale  Sphäroiddurchmesserzunahme 

und  das  darauffolgende  Abschwellen  zustande.  Nach  Tag  fünf  blieb  der 

Durchmesser konstant (entspricht keinem Wachstum). Die Steigung betrug ab 

Tag  fünf  nahezu  null.  Für  die  U373-Sphäroide  waren  die  Ergebnisse 

vergleichbar (Steigung: -4,486; p=0,069;  Achsabschnitt von  275,701).

                   
Abb. 17) Mit ALA, mit Bestrahlung                                 Abb. 18)  Mit ALA, mit Bestrahlung, 

               unmittelbar nach PDT (U373)                                         einem Tag nach PDT (U373) 
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Abb. 19) Mit ALA, mit Bestrahlung,                              Abb. 20)  Mit ALA, mit Bestrahlung

               vier Tage nach PDT (U373)                                         einen Tag nach PDT (A172)
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Abb. 21) Verhalten des Durchmesser der U373 und A172-Sphäroide über 14 Tage nach PDT 

                mit 12,5 µg (U373) und 15µg (A172) ALA und 625s Bestrahlung bei 1  W.  

                Beobachtungszeitraum: 14 Tage.

3.9 Vitalitätskontrolle nach einem, vier und 14 Tagen, in 
Abhängigkeit vom Behandlungsmodus 

Um zu überprüfen, ob die fünf und 14 Tage andauernde Migrationshemmung 

nicht auf ein Absterben sämtlicher Zellen in den Tumorsphäroiden unmittelbar 

nach  der  Bestrahlung  oder  während  des  Beobachtungszeitraums 

zurückzuführen ist,  wurde bei beiden Zelllinien (U373 und A172) der WST-1 

Test direkt nach der photodynamischen Therapie nach vier Tagen und nach 14 
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Tagen  durchgeführt.  Hierfür  wurden  bei  jeder  Zelllinie  für  jeden  einzelnen 

Behandlungsmodus drei Vierfachansätze mit je 12 Sphäroiden mit dem WST-1-

Test ausgewertet (Zeitraum über vier Tage). Für den Beobachtungszeitraum 

über 14 Tage wurden für jeden Behandlungsmodus je zwei  Vierfachansätze 

gewählt.  Der WST-1-Test wurde direkt nach der PDT, nach vier Tagen und 

nach  14  Tagen  angewandt. Die  verbliebene  Zellvitalität  zu  den  genannten 

Zeitpunkten ist in den Abbildungen 22 und 23 dargestellt. Es zeigte sich bei 

beiden  Zelllinien  in  den  Kontrollgruppen  (-ALA  /  -Bestrahlung;  -ALA  / 

+Bestrahlung; +ALA / -Bestrahlung) nach einem Zeitraum von  vier Stunden, 

nach  vier  Tagen  und  nach  14  Tagen  keine  signifikante  Reduktion  der 

Zellvitalität.  Die  Untersuchung  der  Behandlungsgruppen  ergab  vier  Stunden 

nach PDT eine Minderung der als vital detektierbaren Zellen auf ca. 50 % der 

Ausgangsmenge ( A172: p = 0,001; U373: p < 0,000).  Dieser Wert war über die 

Beobachtungszeiträume von vier Tagen (A172: p = 0,001; U373: p < 0,000) 

und 14 Tagen (A172: p < 0,000; U373: p = 0,001) konstant. Beim Vergleich der  

Vitalität der Behandlungsgruppen (+ALA / +Bestrahlung) von Tag eins, fünf und 

14  zeigte  sich  kein  signifikanter  Vitalitätsunterschied.  Es  lag  zu  den  drei 

Zeitpunkten eine 50-prozentige Vitalität vor. Die drei Kontrollgruppen (-ALA / 

-Bestrahlung; -ALA /  +Bestrahlung; +ALA /  -Bestrahlung) waren zu den drei 

Ablesezeitpunkten weder vitalitätsgemindert,  noch unterschieden sie sich an 

den  drei  Messzeitpunkten  signifikant.   Durch  diese  Ergebnisse  konnte 

ausgeschlossen werden, dass die PDT-induzierte Migrationshemmung auf eine 

komplette  Schädigung  aller  Zellen,  oder  auf  ein  Absterben  des  gesamten 

Tumorsphäroids über den Beobachtungszeitraum zurückzuführen ist, da die 50 

% Vitalität des Ausgangstages über den Zeitraum von 14 Tagen erhalten blieb.
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Behandlungsmodus der Sphäroide
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Abb. 22) Vitalitätskontrolle der U373- und A172-Sphäroide nach einem und vier Tagen in  

               Abhängigkeit von ihrer Behandlung. (T1 = vier Stunden, T5 = vier Tage, T14= 14  

               Tage nach Bestrahlung)
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Abb. 23) Vitalitätskontrolle der U373- und A172-Sphäroide nach einem und 14 Tagen in 

               Abhängigkeit von ihrer Behandlung. 

3.10 Vergleich  der Behandlungsmodi im Migrationsversuch mit 
U373- und A172-Gliomsphäroiden 
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Die  vergleichende  Betrachtung  des  Migrationsverhaltens  zeigte  keine 

Migrationshemmung bei  alleiniger  Bestrahlung (-ALA /  +R)  nach 14 Tagen. 

Nach  alleiniger  Gabe  von  ALA  (+ALA  /  -R)  war  eine  signifikante 

Migrationshemmung (P = 0,0002) für U373 nach vier Tagen auf  ungefähr 70 % 

der Kontrollgruppe  zu verzeichnen. Eine ähnlich starke Migrationshemmung 

war bei den U373- und A172-Zellen nach 14 Tagen zu beobachten. In den 

Behandlungsgruppen (+ALA /  +R) zeigte sich bei  beiden Zelllinien nach 14 

Tagen keinerlei Migration. Der in Abbildung 24 angegebene Durchmesser von 

ca. 250 µm entsprach dem Ausgangsdurchmesser der Tumorsphäroide ohne 

migrierte Zellen.
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Abb. 24) Vergleich des Mirgrationsverhaltens der U373- und A172-Sphäroide nach 

               14 Tagen in Abhängigkeit von ihrem Behandlungsmodus.

3.11 Vergleich der Migrationsradien / Steigungen in Abhängigkeit 
vom Behandlungsmodus 
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Die in den Migrationsassays aus den Migrationsradien ermittelten Steigungen 

bzw.  Regressionsgeraden  zeigten  in  Abhängigkeit  vom  Behandlungsmodus 

Unterschiede.  Die  negative  Steigung  der  Behandlungsgruppe  (+ALA  / 

+Bestrahlung)  ließ  sich  durch  die  initiale  Durchmesserzunahme  und  das 

darauffolgende Abschwellen der Tumorsphäroide erklären. Ab Tag fünf bleibt 

der Durchmesser nahezu konstant.  Es fand keinerlei  Zellmigration statt.  Die 

größten Steigungen besaßen die  Gruppen -ALA /  -Bestrahlung und –ALA / 

+Bestrahlung.  Bei  der  Gruppe  mit  alleiniger  ALA-Gabe  (ohne  Bestrahlung) 

zeigte sich eine reduzierte Migrationstendenz (nicht signifikant), welche aber 

nicht  mit  einer  erhöhten  Antigenaufnahme  in  den  unten  beschriebenen 

Konfrontationsassays einherging.  Diese Ergebnisse waren für beide Zelllinien 

(A172  und  U373)  vergleichbar  und  sind  in  den  Abbildungen  25  und  26 

graphisch dargestellt.

Messzeitpunkt in Tagen

0 2 4 6 8 10 12 14 16

M
ig

ra
tio

n
sr

a
d

iu
s 

in
 µ

m

-500

0

500

1000

1500

2000

2500

+ALA/+Bestrahlung
-ALA/-Bestrahlung
-ALA/+Bestrahlung
+ALA/-Bestrahlung
Regressionsgerade

Abb. 25) Steigungen der Regresssionsgeraden in Abhängigkeit vom  

                                 Behandlungsmodus in den Migrationsassays mit A172-

                                 Sphäroiden. Beobachtungszeitraum: 14 Tage.
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Messzeitpunkt in Tagen

0 2 4 6 8 10 12 14 16

M
ig

ra
tio

ns
ra

di
us

 in
 µ

m

0

1000

2000

3000

4000

+ALA/+Bestrahlung
-ALA/-Bestrahlung
-ALA/+Bestrahlung
+ALA/-Bestrahlung
Regressionsgerade

              Abb. 26) Steigungen der Regresssionsgeraden in Abhängigkeit vom 

                                  Behandlungsmodus in den Migrationsassays mit U373- 

                                  Sphäroiden. Beobachtungszeitraum: 14 Tage.

3.12 Konfrontationsassays mit DC und Tumorsphäroiden 
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Abbildung 27 zeigt exemplarisch die durchflusszytometrische Auswertung eines 

Konfrontationsassays von DC mit U373-Einzelzellen und Tumorsphäroiden.

Hierbei  sind  auf  der  Abszisse  die  durchflusszytometrisch  erfassten  Signale 

einer  grünen  Fluoreszenz  (CFSE-markierte  U373-Zellen)  dargestellt.  Die 

Ordinaten  zeigen  die  relative  Anzahl  HLA-DR-positiver  DC  (rot)  in  der 

Durchflusszytometrie.  Die  in  Abbildung  27  gezeigten  Prozentangaben 

repräsentieren den Anteil CFSE-positiven Tumormaterials (grün), das mit roten 

Fluoreszenzereignissen  zusammentrifft.  Dies  spiegelt  den  von  DC 

aufgenommenen Anteil grün fluoreszierenden Tumormaterials wider. 

Abb. 27) Gezeigt wird exemplarisch die durchflusszytometrische Auswertung eines  

                Konfrontationsassays von DC mit U373-Einzelzellen und Tumorsphäroiden. 

                Abszisse: Grüne Fluoreszenz CFSE-markierter Zellen.

                Ordinate: HLA-DR-positive Zellen.

In  dem  gesamten  Versuchsaufbau  wird  sowohl  die  Interaktion  von  DC  mit 

U373-Einzelzellsuspensionen,  als  auch  mit  U373-Tumorsphäroiden  separat 

Kontrollgruppe
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voneinander betrachtet. Die Kontrollgruppe wurde  aus HLA-DR-markierten DC 

und CFSE-markierten U373-Zellen gebildet, wobei in dieser Gruppe keinerlei 

Behandlung der Tumorzellen stattgefunden hat (kein ALA und keine PDT). Als 

weitere Gruppen existierten die wie oben beschrieben gefärbten Zellen sowohl 

mit ALA-Behandlung, ohne PDT, als auch ohne ALA-Behandlung, mit PDT. Die 

Behandlungsgruppe wurde von ALA-inkubierten (12,5 µg/ml)  und bestrahlten 

(625 s bei  1  W) Zellen  gebildet.  Die Negativkontrollgruppe stellen HLA-DR-

gefärbte DC mit ungefärbten, unbehandelten U373-Zellen dar.

Die Abbildungen 28 und 29 zeigen die Tumorzellmaterialaufnahme durch DC  in 

Abhängigkeit  vom  Behandlungsmodus.  DC,  welche  grün  fluoreszierendes 

Tumormaterial aufgenommen haben, werden als positive DC bezeichnet.

Im ONEWAY ANOVA Test zeigte sich bei der Endozytose der DC von U373 

Sphäroiden  ein  signifikanter  Unterschied  (p=0,018)  zwischen  den  einzelnen 

Gruppen insgesamt.  Im Post-Hoc-Test  mit  der  Scheffé-Prozedur  zeigte  sich 

eine  signifikant  höhere  Antigenaufnahme  durch  DC  bei  Sphäroiden  der 

Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (+ALA / +R vs. –ALA / -R: 

p=0,037). Die alleinige Bestrahlung und die alleinige Gabe von ALA führte zu 

keiner signifikant erhöhten Antigenaufnahme durch DC.

In  der  Behandlungsgruppe  war  im  Vergleich  zu  den  beiden  weiteren 

Gruppen(+ALA /  -R;  –ALA /  +R) die  Antigen-  bzw.  Tumormaterialaufnahme 

durch DC zwar um fast das Fünffache gesteigert, aber aufgrund der niedrigen 

Fallzahl (n=3) war der Unterschied hier jedoch nur schwach signifikant (+ALA / 

+R vs. +ALA / -R: p = 0,057; +ALA / +R vs. –ALA / +R: p = 0,057).

Die  Negativkontrolle  (-ALA  /  -Bestrahlung/ohne  CFSE-Färbung)  registrierte 

praktisch keinerlei grünen Fluoreszenzereignisse, die  mit einem roten Ereignis, 

hervorgerufen  durch  die  HLA-DR-positiven  DC,  zusammentrafen  (0,1  % für 

Einzelzellen und 0,3 % für Tumorsphäroide).

 Andere Ergebnisse erbrachten die Konfrontationsassays mit  DC und U373-

Einzelzellen.  Im ONEWAY ANOVA-Test  zeigte  die  Endozytose  der  DC von 

U373 Einzelzellen  keinen signifikanten Unterschied  zwischen den einzelnen 

Gruppen  insgesamt  (p=0,63).  Im  Post-Hoc-Test  mit  der  Scheffé-Prozedur 
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zeigte  sich  ebenfalls  kein  signifikanter  Unterschied  in  der  Antigen-  bzw. 

Tumormaterialaufnahme beim Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander.

Die Antigenaufnahme bei der Behandlungsgruppe (+ALA / +R) war  zwar im 

Vergleich zu den übrigen drei Gruppen(-ALA / -R; +ALA / -R; –ALA / +R) um 

ca.  das  1,5-Fache  gesteigert,  allerdings  war  dieser  Unterschied  nicht 

signifikant.  Dies  lässt  sich  wahrscheinlich  auf  die  geringe  Fallzahl  (n  =  3) 

zurückführen.

                                                                                *        

                                                                          

                      

                       
                           

Abb. 28) Konfrontationsassay mit DC und U373-Sphäroiden. Gezeigt wird die   

               Tumorzellmaterialaufnahme durch DC in Abhängigkeit vom Behandlungsmodus. 

               * = signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Abb. 29) Konfrontationsassay mit DC und U373-Einzelzellen. Gezeigt wird die   

               Tumorzellmaterialaufnahme durch DC  in Abhängigkeit vom Behandlungsmodus. 
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Die Abbildung 30 zeigt die rot fluoreszierenden DC mit grün  fluoreszierendem 

U373 Tumormaterial,  welches  durch Phagozytose aufgenommen wurde.  Die 

Darstellung  dokumentiert  die  gesteigerte  perinukleäre  Anreicherung  von 

Tumormaterial (grün) in den roten DC. Die Fotos entstanden in Kooperation mit  

Dr.  Erich  Bünemann  (Arbeitsgruppe  Prof.  Homey,  Hautklinik  des 

Universitätsklinikums  Düsseldorf)  durch  Fluoreszenzmikroskopie  an  einem 

Zeiss CellObserver.

                                                    

Abb. 30)   Rot fluoreszierende DC mit phagozytiertem, perinukleärem,    

               grün fluoreszierendem U373 Tumormaterial.
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4 Diskussion   

Gegenwärtig  wird  als  experimentelles  Verfahren  die  ALA-basierte  PDT  bei 

Patienten mit rezidiviertem malignen Gliom untersucht (Beck et al. 2007). Im 

Rahmen  dieser  Untersuchung  war  der  klinische  Verlauf  einer  31-jährigen 

Patientin  bemerkenswert  (Stummer  et  al.  2007),  die  mittels  5-ALA-

Phototherapie behandelt wurde.

Im Rahmen dieses  Heilversuches (Stummer, 2007) wurde bei der Patientin 

eine  stereotaktische,  interstitielle  Phototherapie  mit  5-ALA  durchgeführt.  Ein 

Jahr zuvor wurde bei dieser Patientin ein links frontales Glioblastom operiert 

und  bestrahlt. Unter  Radio-  und  Temozolomidtherapie  entwickelte  sich  im 

Verlauf ein Zweitherd in der linken Insel. Aufgrund der eloquenten Lage des 

Satellitenherdes wurde diese Patientin mit einer stereotaktischen, interstitiellen 

PDT mit 5-ALA behandelt. Es kam zur vollständigen Regression des Tumors. 

56  Monate  nach  dieser  Therapie  lebte  die  Patientin  weiterhin  ohne 

bildmorphologisches  Rezidiv  im  guten  Allgemeinzustand.  Dieser  bisher 

atypische klinische Verlauf einer Gliompatientin nach interstitieller PDT warf die 

Frage  auf,  ob  und  in  welcher  Weise  jenseits  einer  lokalen  Destruktion  des 

Tumors,  eine  systemische  und  spezifische  Antwort  gegen  die  residuellen 

Tumorzellen induziert wird und welche Mechanismen dieser zugrunde liegen. 

Ein  hypothetisch  zu  vermutender  Mechanismus  wäre  die  Beeinflussung 

migratorischer oder invasiver Eigenschaften maligner Gliome.

Die therapieresistente Natur und das Auftreten von Rezidiven sind vor allem in 

den migratorischen und invasiven Eigenschaften des GBM begründet (Scott et 

al. 1998 ; Giese et al. 2001).

Ein Ziel dieser Arbeit war es Hinweise dafür zu sammeln, ob und in welchem 

Umfang  im  humanen  Glioblastomsphäroidmodell  die  Kombination  aus  dem 
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Photosensibilisator  5-ALA  und  einer  Bestrahlung  bei  635  nm  eine 

Migrationshemmung der Gliomzellen in die Tumorperipherie bewirken kann. Es 

sollte  gezeigt  werden,  ob  sich  durch  die  5-ALA-basierte  PDT   eine  durch 

dendritische Zellen vermittelte anti-tumorale Immunantwort an Gliomsphäroiden 

induzieren lässt. Im Rahmen dieser Fragestellung wurde auch untersucht, ob 

die Gliomsphäroide durch PDT-Behandlung einen chemoattraktiven Reiz für DC 

generieren,  welcher  zu  einer  gesteigerten  Antigenaufnahme  von 

Tumorantigenen durch DC führt. Für diese Forschungsarbeit wurden im Vorfeld 

in  Dosisfindungsstudien  die  Konzentration  des  Photosensibilisators  5-

Aminolävulinsäure  und  die  Bestrahlungszeit  für  die  Glioblastomsphäroide 

optimiert. 

Es bestätigte sich der in der Literatur beschriebene vitalitätsreduzierende Effekt 

der  5-ALA  basierten  PDT  (Noodt  et  al. 1996) an  A172-  und  U373-

Tumorsphäroiden.

Im  WST-1-Vitalitätstest  zeigte  sich  eine  signifikante,  dosisabhängige 

Vitalitätsreduktion bei eskalierenden ALA-Dosierungen in Kombination mit der 

Laserlichtbestrahlung.  Die  alleinige  ALA-Applikation  oder  Laserbestrahlung 

erzielte keinen Effekt. Ähnliche Beobachtungen machten bereits Zelenkov et al. 

(2007).  Die verbliebene Zellvitalität  lag  jeweils  analog zu der  Kontrollgruppe 

(kein ALA / keine Bestrahlung) bei 100 %. Leichte Abweichungen von diesem 

Wert  sind  vermutlich  auf  die  minimal  unterschiedliche  Beschaffenheit  der 

Tumorsphäroide  zurückzuführen,  da  es  sich  bei  diesen  dreidimensionalen 

Gebilden um jeweils eigenständige biologische Systeme handelt. Mit Hilfe des 

WST-1  Zellvitalitätstests  lies  sich  eine  PDT-Dosis  für  die  nachfolgenden 

Migrations-  und  Konfrontationsexperimente  bestimmen,  bei  der  eine 

posttherapeutische Zellvitalität von 50 % vorliegt (letale Dosis 50).

Darüber hinaus wird untersucht, ob und in welchem Umfang sich die aktuelle 

Datenlage  zu  PDT-induzierten  Immunantworten  in  nicht  neuroonkologischen 

Bereichen auf die PDT des Glioblastoms übertragen lässt.

51



Diskussion

4.1 Der WST-1 Assay 

Der  WST-1  Assay  basiert  auf  der  Aktivitätsbestimmung  der  Superoxid 

Dismutase von sich teilenden Zellen. Aufgrund der hohen Sensitivität  ist  der 

Test  dazu  geeignet,  die  Vitalität  von  dreidimensionalen  Zellkulturen  zu 

bestimmen, die aus quantitativ weniger Zellen bestehen als große Monolayer 

Zellkulturen.

Es existieren zahlreiche Arbeiten, die diesen Test als Messinstrument in der 

Zellkultur  verwenden,  wie  z.  B.  Napolitano  et  al.  (2007)  oder  Helen  und 

Mitarbeiter (2007). Darüber hinaus prüften Zhou et al. (2006) die Validität des 

WST-1-Assays anhand der NBT-Reference Methode, einem weiteren Test zur 

Bestimmung  der  Aktivität  der  Superoxid  Dismutase,  und  kamen  zu  streng 

übereinstimmenden  Ergebnissen.  Aus  den  zahlreichen  in  der  Literatur 

beschriebenen  Erfahrungen  bezüglich  des  WST-1-Assays  ergibt  sich  eine 

Eignung  dieses  Messinstruments  für  die  in  dieser  Arbeit  durchgeführten 

Dosisfindungsversuche.

4.2 Das Sphäroidmodell 
 

Zur  Untersuchung  der  oben  genannten  Fragen  wählten  wir  für  unsere 

Experimente Tumorsphäroide, welche aus den Glioblastomzelllinien U373 und 

A172  hergestellt  wurden.  Im  Folgenden  werden  die  Vorzüge  beschrieben, 

welche  diese  dreidimensionalen  Zellkulturen  für  die  von  uns durchgeführten 

Experimente geeignet machen.

Im  Gegensatz  zu  einer  Monolayerzellkultur  stellt  ein  Tumorsphäroid  ein 

dreidimensionales  Tumoraggregat  dar.   Bei  diesen  in-vitro  erzeugten 

Mikrotumoren handelt es sich um sphärisch wachsende Zellbündel, die einem 

Tumormodell entsprechen sollen.  Diese dreidimensionalen in-vitro-Zellkulturen 

besitzen  in  experimentellen  Anwendungen  gegenüber  Monolayerkulturen 

zahlreiche  Vorteile.  Sie  entsprechen  histomorphologisch,  physiologisch  und 

funktionell  einem  in-vivo  Mikrotumor,  welcher im  Vergleich  zu 

Monolayerkulturen  gegenüber  soliden  in-vivo-Tumoren  einen  ähnlichen 
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histologischen  Aufbau und ausgeprägte  interzelluläre  Kontakte  aufweist.  Sie 

können  in  ihren  Zentren  spontane  Nekroseherde  bilden  (Bell  et  al.  2001; 

Nirmala et al 2001). Darüber hinaus ähnelt der Proliferationsgradient  innerhalb 

eines Tumorsphäroids dem eines nicht zystischen in-vivo-Tumors. Es existiert 

ein Diffusionsgradient,  bei dem das Angebot von Sauerstoff  und Nährstoffen 

zum Sphäroidzentrum hin abnimmt und die Konzentration von CO2 zunimmt. 

Hierdurch  unterscheidet  sich  auch  die  Proliferationsaktivität  in  den 

unterschiedlichen Zonen des Sphäroids. Die herabgesetzte Diffusionskapazität 

in den zentralen Bereichen des Sphäroids bedingt einen reduzierten Stoff- und 

Gasaustausch  und  dadurch  eine  niedrigere  Proliferationsrate.  Hier  kann  es, 

vergleichbar zu den schlecht perfundierten Arealen von in-vivo-Tumoren,  bis 

zum Arrest des Zellzyklus (G0-Phase) und Nekrosebildung kommen (Bauer et 

al.  1982).   Die  oberflächliche  Schicht  hingegen  zeigt  eine  stärkere 

Zellproliferation. Hieraus ergibt sich auch ihre histologische Einteilung in drei 

Schichten  (Mueller-Klieser  et  al.  1987).  Die  äußere  Schicht  ist  durch  die 

großkernigen,  proliferierenden Zellen  charakterisiert.  In  der  mittleren  Schicht 

finden sich die kleineren, wenig proliferierenden und im Zellarrest befindlichen 

Zellen.  Zentral  im  Tumorsphäroid  findet  sich  bei  ausreichendem 

Sphäroiddurchmesser ein nekrotischer Bezirk.

Im Vergleich zu Monolayerkulturen produzieren Tumorsphäroide eine ähnliche 

Extrazellulärmatrix wie in-vivo-Tumore  (Nedermann et al. 1984). Besonders in 

der  letztgenannten  Eigenschaft  sind  Sphäroide  einer  Monolayerkultur 

überlegen. Darüber hinaus zeigen die Tumorsphäroide eine signifikant höhere 

Bildung  von  tumorspezifischen  Antigenen  als  Monolayerkulturen  (Mueller-

Klieser et al. 1987). Insbesondere durch diese Eigenschaft scheinen Sphäroide 

besser für Kokulturen oder antigenbasierte Therapien von Tumoren geeignet zu 

sein als Monolayerkulturen.

Bereits  1957  führten  Moscona  und  Mitarbeiter  (Moscona  et  al.  1957) 

Untersuchungen  an  Tumoraggregaten  und  Gewebszellen  durch  um 

Tumorzellinvasionen  zu  studieren.  Seither  wird  dieses  Modell  für 

Invasionsversuche und auch für in-vitro Therapieansätze genutzt.
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4.3 Die Bedeutung der LD-50 für die Migrations- und 
Konfrontationsassays 

Um ein  Modell  für  weiterführende  Untersuchungen  zum Migrationsverhalten 

und zur Induktion von Immunantworten und durch PDT zu finden, wurde nach 

einer  therapeutischen ALA-Dosierung gesucht,  bei  der  50-60 % (LD-50)  der 

Zellen nach PDT noch vital sind. Dieser Überlegung liegt zu Grunde, dass für 

sekundäre  Effekte,  die  durch  PDT  verursacht  werden,  die  Reaktion  vitaler 

Zellen verantwortlich ist,  die durch subletale PDT-Dosen hervorgerufen wird: 

Dieser Effekt ist unabhängig von der direkten phototoxischen Wirkung und wird 

durch  oxidativen  Stress  an  nicht  direkt  zugrunde  gegangenen  Zellen 

hervorgerufen (Korbelik et al 1996). 

Die Dosisfindungsversuche wurden mit eskalierenden ALA-Konzentrationen bei 

einer  PDT-Dauer  von  625  s  und  einer  Dosis  von  1  W  durchgeführt.  Der 

Proliferationsindex  wurde  mit  dem  WST-1  Assay  gemessen.  Die 

Kontrollgruppen  waren  Laserbestrahlung  ohne  ALA  und  ALA  ohne 

Laserbestrahlung. Als LD-50 konnte dann auch im wiederholten Ansatz eine 

ALA-Konzentration von 12,5 µg/ml für die PDT von U373-Sphäroiden und 15 

µg/ml für A172-Sphäroide festgelegt werden. Erwartungsgemäß zeigte sich in 

den  Kontrollgruppen  im  WST-1  Assay,  dass  auch  bei  längeren 

Bestrahlungszeiten  ohne  den  Photosensitizer  5-ALA,  keine  Wirkung  erzielt 

wurde und dass bei  eskalierenden ALA-Dosen bis  zur  doppelten Dosis von 

25µg/ml  ohne  Laserbestrahlung  das  Wachstum  der  Gliomsphäroide  beider 

Zelllinien nicht signifikant beeinflusst wurde.

Somit  zeigte  sich,  dass  sich  die  von  uns  gewählten  ALA-Dosierungen  und 

Bestrahlungsdosen in Kombination mit dem Sphäroidmodell für weiterführende 

Untersuchungen zur Induktion von Immunantworten durch die PDT eigneten.
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4.4 Die photodynamische Therapie des GBM 

Die  photodynamische  Therapie  bedient  sich  dem  Prinzip,  dass  ein 

photosensibilisierender Stoff (Photosensitizer) verabreicht wird. Der Stoff, bzw. 

phototoxische   Metaboliten  dieser  Substanz,  akkumulieren  selektiv  in 

Tumorzellen  (Stummer  et  al.  2008).  Durch  Lichtenergie  mit  einer  für  den 

Photosensitizer  spezifischen  Wellenlänge  kommt  es  in  Gegenwart  von 

intrazellulärem  Sauerstoff  zur  Aktivierung  des  Photosensitizers  und  zur 

selektiven Schädigung der Tumorzellen. Die PDT wurde bereits bei anderen 

Neoplasien als dem Glioblastoma multiforme als Option in der Tumortherapie 

eingesetzt  (Dougherty  et  al.  1998).  Beispielsweise  findet  die  5-

Aminolävulinsäure (5-ALA) basierte Therapie von präkanzerösen Läsionen in 

der Dermatologie Verwendung (Rhodes et al. 2007).

Bei der PDT des GBM bedient man sich ebenfalls der Substanz 5-ALA. Hierbei 

handelt es sich um eine sogenannte Prodrug. Dies bedeutet, dass dieser Stoff 

nach seiner systemischen Verabreichung in den Tumorzellen zu der eigentlich 

wirksamen Form umgewandelt wird. Hierbei handelt es sich um Protoporphyrin 

IX, welches durch Licht der Wellenlänge von 635 nm angeregt wird. Hierdurch 

kommt  es  zu  einer  Reihe  von  photochemischen  Prozessen,  intrazellulären 

Signalkaskaden  und  konsekutiv  zur  Schädigung  der  Tumorzellen.  Bei  der 

destruierenden Wirkung der PDT wird davon ausgegangen, dass primär eine 

Schädigung der Mitochondrien der Tumorzellen induziert  wird  (Linuma et al. 

1994, Gaullier et al. 1995, Überriegler et al. 1995).

Physikalisch  bedient  sich  die  PDT  dem  Prinzip,  dass  die  Moleküle  des 

Photosensitizer  (hier:  Protoporphyrin  IX)  Photonen absorbieren und in  einen 

energiereicheren, sogenannten Singulett-Zustand angeregt werden. Dieser wird 

auf  Sauerstoffmoleküle  übertragen,  aus  denen  sog.  Singulett-Sauerstoff 

entsteht.  Der  Singulett-Sauerstoff  wiederum  führt  zur  Oxidation  von 

Zellbestandteilen.  Mit  weniger  als  0,02  µm  (Moan  et  al.  1991)  ist  der 

Wirkungsradius  dieser  Sauerstoffform als  gering  einzustufen.    Über  diesen 

Mechanismus  werden  Nekrose  und  Apoptose  der  Tumorzellen  induziert. 

Darüber hinaus kommt es durch die 5-ALA basierte PDT zu einer Suppression 
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von  Wachstumsfaktoren  und  zur  Aktivierung  proapoptotischer  Proteasen 

(Karmakar  et  al.  2007).  Es  existieren  Erkenntnisse  darüber,  dass  die 

Mitochondrien als erstes geschädigt werden (Linuma et al. 1994, Gaullier et al.  

1995, Überriegler et al. 1995). Im Gegensatz zur Nekrose handelt es sich bei 

der  Apoptose  um  einen  programmierten  Zelltod,  bei  dem  Prozesse  im 

Zellmetabolismus ablaufen, die das Sterben der Zelle kontrolliert einleiten. 

Unmittelbar nach der PDT lässt sich ein Anschwellen der mit PDT behandelten 

Zellen und eine Schädigung der Zellmembran verzeichnen  (Zelnekov et  al. 

2006).  Die  genauen  zellulären  Vorgänge  der  PDT sind  zur  Zeit  noch  nicht 

ausreichend untersucht. Neben den oben beschrieben Mechanismen werden 

auch  immunologische  und  inflammatorische   Abläufe  diskutiert.  Nach  PDT 

kommt es zu Veränderungen der Ultrastruktur von Gliomzellen, insbesondere 

der  Mitochondrien  und  des  endoplasmatischen  Retikulums.  Die  Blut-

Tumorschranke  wird  in  ihrer  Funktion  herabgesetzt,  was  die  Möglichkeit 

aufkommen  lässt,  die  PDT  mit  dem  Einsatz  von  Chemotherapeutika  zu 

kombinieren (Hu et al. 2007). 
Zelenkov  und  Mitarbeiter  (2006)  lieferten  Hinweise,  dass  durch  PDT  an 

Gliomzellen  eine  direkte  Membranfragmentierung  induziert  wird.  Die  direkte 

zytotoxische Wirkung der mit der PDT applizierten Lichtenergie reicht jedoch 

nicht aus, um alle vom Tumor zentrifugal invadierenden Zellen zu erfassen, da 

die effektive Eindringtiefe (deff) des Lichts im Gewebe auf ca. 3 mm beschränkt 

ist.  Aus  diesen  Fakten  ergibt  sich  die  Überlegung,  dass  die  längerfristige 

Regression  von  tumorösen  Läsionen  durch  eine  inflammatorische  bzw. 

immunologische Komponente erklärbar ist. Dies wird durch Untersuchungen an 

tumortragenden Ratten (SCC VII)  untermauert, die zeigen, dass Vaccinen mit 

Tumorgewebe-inkubierten  DC potenter  waren,  wenn  das  Tumorgewebe  vor 

dem Kontakt mit den DC mit PDT behandelt wurde. Hingegen zeigte sich eine 

niedrigere Wirkstärke bei fehlender PDT (Korbelik et al. 2007). Darüber hinaus 

wurde eine signifikant größere Anzahl von aktivierten, sich degranulierenden 

CD8+  T-Lymphozyten  in  den  entsprechend  behandelten  Tumoren  (PDT) 

gemessen als in den Kontrollgruppen.
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Untersuchungen  zeigten,  dass  sich  die  akkumulierenden  Porphyrine  zur 

selektiven Zerstörung experimenteller Hirntumore in vivo nutzen lassen, wobei 

durch die alleinige Applikation der 5-Aminolävulinsäure keine nennenswerten 

Nebenwirkungen  auftreten  (Olzowy  et  al.  2002).  Bis  auf  in  Einzelfällen 

berichteten Neuropathien des fünften und siebten Hirnnervs (Varma et al. 2007) 

sind nach Durchführung einer PDT keine relevanten Nebenwirkungen, wie zum 

Beispiel eine Ödembildung, zu erwarten (Ito et al. 2004).

Stummer  und  Mitarbeiter  führten  eine  Phase  I/II  Dosiseskalationsstudie 

(Förderkennzeichen  70-2864  der  Deutschen  Krebshilfe)  durch,  bei  der 

Patienten mit rezidivierenden malignen Gliomen zunächst fluoreszenzgestützt 

operiert  wurden und anschließend ein nicht entfernbarer Resttumor lokal  mit 

Laserlicht  (635 nm)  bestrahlt  wurde.  Die  Überlebenszeiten  des behandelten 

Kollektivs waren vielversprechend (Median: 15 Monate nach photodynamischer 

Therapie bei  rezidiviertem GBM). Schwerwiegende Nebenwirkungen konnten 

nicht ausgemacht werden (Publikationen in Vorbereitung).

4.5 Die inflammatorische Wirkung der PDT 

Die Datenlage bezüglich der inflammatorischen und immunologischen Wirkung 

der PDT zu neurochirurgischen Themen, insbesondere im Zusammenhang mit 

dem Glioblastom, ist spärlich. Es existieren zahlreiche Arbeiten, die sich mit 

immunologischen Effekten nach PDT an extracerebralen Tumoren befassen. 

Ein Ziel dieser Arbeit ist es zu prüfen, ob sich die bekannten Mechanismen und 

Reaktionen auch auf die Neuroonkologie übertragen lassen. Die nachfolgenden 

Ausführungen  aus  der  Literatur  beziehen  sich  ausschließlich  auf  Arbeiten, 

welche  sich  mit  der  Photobiologie  und  Immunologie  von  nicht-

neurochirurgischen Tumoren beschäftigen. 

Es  wird  angenommen,  dass  die  Induktion  von  Nekrose  und  Apoptose  in 

Tumoren  nach  PDT  zu  einer  systemischen  Freisetzung  von  Zytokinen  und 

Stress-Proteinen  führt,  was  wiederum  in  eine  inflammatorische  und 

immunologische  Reaktion  mündet.  Daraus  resultiert  die  Einwanderung  von 
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Immunzellen, die eine Tumorimmunogenität generieren können. Es wird davon 

ausgegangen,  dass  subletale  PDT-Dosen,  unabhängig  von  der  direkten 

phototoxischen Wirkung, eine sekundäre Reaktion durch oxidativen Stress an 

nicht direkt zugrunde gegangenen Zellen hervorrufen (Korbelik et al 1996). 

Neben  den  DC  scheinen  auch  andere  Zellen  an  der  Induktion  einer 

tumorspezifischen  Immunität  beteiligt  zu  sein.  Nach  photodynamischer 

Therapie  einer  tumorösen  Läsion  ist  eine  lokale  Entzündungsreaktion  zu 

verzeichnen,  welche  sich  zum  Teil  durch  eine  rapide  Infiltration  von 

neutrophilen Granulozyten charakterisieren lässt. Im Tierexperiment zeigte sich, 

dass  immundefizente  Tiere,  die  keine,  oder  lediglich  defekte  Neutrophile 

Granulozyten besaßen und folglich keine Infiltration eines Tumors zeigten, eine 

schwächere CD8+ Tumor-Immunität ausbildeten (Kousis et al. 2007). Hingegen 

scheinen  CD4+ T-Lymphozyten eine  untergeordnete  bis  gar  keine  Rolle  zu 

spielen (Kabingu et al. 2007). 

Bisher  wurde  davon  ausgegangen,  dass  die  oben  genannten  sekundären 

Effekte durch Ischämie,  bedingt durch eine Störung der Mikrozirkulation des 

Tumors, verursacht werden. Es existieren aber mittlerweile Erkenntnisse, dass 

dafür  eine  antitumoröse  Entzündungsreaktion  und  eine  tumorspezifische 

Immunreaktion verantwortlich gemacht werden können (Gomer CJ et al 2002).

Zellen, die eine subletale PDT-Dosis überleben, sind  durch die Exprimierung 

von Stressproteinen, Aktivierung von Apoptose-regulierenden Genen und durch 

Hochregulierung  von  Zytokinen  und  Akut-Phase-Proteinen  für  die 

inflammatorische Reaktion verantwortlich (Cuenco et al 1997).

Zu  den  proinflammatorisch  wirkenden  Mediatoren  gehören  vasoaktive 

Substanzen,  Heat-Shock-Proteine,  Proteinasen,  Wachstumsfaktoren  sowie 

Zytokine  und  Interleukine  wie  IL-1ß,  IL-2,  IL-6  Tumor-necrosis-factor-α  und 

granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) (De Vree et al 1997; Gollnick et 

al 2003).

Nach  PDT  an  der  Tumorzelllinie  SCCVII  (squamous  cell  carcinoma  cells) 

kommt kommt es zum signifikanten Anstieg von den Heat Shock Proteinen HSP 

70, aber auch HSP 60 und GRP 94 (glucose regulator protein 94) (Korbelik et 

al. 2005). Heat-Shock-Proteine (HSP) sind vor allem an der Regulierung von 

58



Diskussion

inflammatorischen  und  immunologischen  Reaktionen  beteiligt. HSP  werden 

aufgrund  vieler  zahlreicher  Noxen  (z.B.:  Infektionen  und  Hitze)  exprimiert. 

Korbelik konnte nachweisen, dass nach PDT die Expression von HSP an der 

Zelloberfläche  durch  eine  Verlagerung  dieser  Proteine  von  intra-  nach 

extrazellulär  gesteigert  wird.  Dendritische  Zellen,  Makrophagen,  CD8+T-

lymphozyten und B-Zellen besitzen spezifische Rezeptoren für HSP. So kann 

es über die verstärkte Expression der HSP an der Oberfläche der noch vitalen 

Tumorzellen  zu einer  direkten Stimulation der  oben genannten Immunzellen 

kommen (Multhoff et al 2001).

4.6 Migrationsversuche 

Die in dieser Arbeit gezeigte Migrationshemmung der Gliomzellen nach PDT 

deckt  sich  mit  einer  Arbeit  von  Au  et  al.  (2006),  welche  an  humanen 

Gliomzellen der Linien U87 und GBM6840 jeweils eine signifikante Reduktion 

der  Migration  nach  PDT  mit  den  Photosensitizern  Photofrin,  5-

Aminolävulinsäure und Calphostin C zeigten. Möglicherweise ist die Reduktion 

des  invasiven  Verhaltens  im  Matrigel-Invasions-Assay  auf  eine  verminderte 

Expression  von  MMP-2  and  MMP-9  (matrix  metalloproteinase  -2  und  -9) 

zurückzuführen (Au et al. 2006). 

Über ähnliche Ergebnisse berichteten Jiang und Mitarbeiter bereits 2003 bei der 

Photofrin-basierten PDT in Kombination mit Buthionine Sulfoximine (BSO), an 

den Glioblastomlinien U87 und U251n.  BSO ist  eine Substanz, die zelluläre 

Glutathionkonzentration vermindert und so möglicherweise zu einem erhöhten 

oxidativen Stress führt.

Darüber hinaus konnte in in-vitro Experimenten eine PDT-induzierte Inhibition 

der  invadierenden  Tumorzellen  in  Kollagen-Matrix-Assays  gezeigt  werden. 

Diese  Migrationshemmung  ging  über  die  durch  die  Zytotoxizität  der  PDT 

erzielte Inhibition der migrierenden Zellen hinaus (Hirschberg et al. 2006). 

In unseren Experimenten hingegen wurden Gliomzellen der Zelllinien U373 und 

A172  auf unbeschichteten Zellkulturplatten verwendet. Als Photosensitizer kam 
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allein 5-ALA zum Einsatz. In unserem Setting ist daher eher eine Aussage über 

das  Migrationsverhalten  nach  PDT  als  über  das  invasive  Verhalten  der 

Tumorzellen zu treffen. 

Die oben beschriebenen Ergebnisse  (Au et al. 2006;  Hirschberg et al. 2006) 

decken sich mit den in dieser Arbeit durchgeführten Migrationsexperimenten, 

bei  denen  nach  vier  und  14  Tagen  nach  PDT  eine  absolute 

Migrationshemmung zu verzeichnen war, die Zellproliferation aber noch 50-60 

% betrug. Von Interesse ist dabei, ob die Migrationshemmung dauerhaft anhält  

und in wie weit diese Ergebnisse auf in-vivo-Verhältnisse übertragbar sind. 

Momentan existieren zu dieser Fragestellung keinerlei Daten. Es lässt sich die 

Vermutung äußern, dass der antitumoröse Effekt (und die damit prognostisch 

günstige  Wirkung)  der  PDT  nicht  nur  durch  direkte  Zytotoxizität,  indirekte 

immunologische Mechanismen, sondern auch durch eine Inhibition der invasiv 

wachsenden  Zellen  zustande  kommt.  Ein  in  unseren  Experimenten 

beobachteter Nebeneffekt war, dass die alleinige Anwendung von 5-ALA (ohne 

Bestrahlung) zu einer,  wenn auch geringen Migrationshemmung führte.  Eine 

Erklärung  für  dieses  Phänomen  lies  sich  auch  nach  eingehender 

Literaturrecherche nicht eruieren. Der migrationshemmende Effekt bei alleiniger 

ALA-Gabe (ohne Bestrahlung) korrelierte sowohl bei den U373-Sphäroiden, als 

auch  bei  den  U373-Einzelzellen  nicht  mit  einer  gesteigerten 

Tumormaterialaufnahme bei gleicher Behandlung in den Konfrontationsassays 

mit DC. Als weiteren Effekt zeigten die Tumorsphäroide beider Zelllinien nach 

PDT-Behandlung ein initiales Anschwellen und eine konsekutive Verkleinerung 

bis nahezu auf den Ursprungdurchmesser. Dieses Verhalten wurde bereits von 

Zelenkov et al. (2007) beschrieben.

4.7 DC, PDT und Tumorimmunität 

Neben  der  Migrationshemmung  durch  PDT  ist  eine  PDT-induzierte 

Immunogenität  der  GBM-Zellen  aufgrund  der  Ergebnisse  der   von  uns 

durchgeführten Konfrontationsassays wahrscheinlich:

60



Diskussion

An Tumorsphäroiden der  Zelllinie  U373 wurde  eine  5-ALA-basierte  PDT mit 

einer Dosis, entsprechend einer LD-50, durchgeführt. Die Sphäroide wurden mit 

CFDA-SE,  einem  Fluoreszenzfarbstoff,  markiert  und  mit  unreifen  DC 

kokultiviert.  Die  DC  wurden  mit  PE-konjugierten  anti-HLA-DR-Antikörpern 

gefärbt,  um sie von den Tumorzellen unterscheiden zu können (U373-Zellen 

wurden  nicht  angefärbt).  Hierbei  zeigte  sich  eine  signifikant  höhere 

Antigenaufnahme  durch  DC  bei  Sphäroiden  der  Behandlungsgruppe 

(Kombination aus ALA und Bestrahlung) im Vergleich zur Kontrollgruppe (+ALA 

/ +R vs. –ALA / -R: p=0,037). Die alleinige Bestrahlung oder alleinige Gabe von 

ALA führten  zu  keiner  signifikant  erhöhten  Antigenaufnahme durch DC.  Die 

Antigenaufnahme in der Behandlungsgruppe (+ALA / +R) im Vergleich zu den 

Gruppen +ALA / -R und –ALA / +R war zwar um fast das fünffache gesteigert,  

allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant. Dieses Phänomen ist höchst 

wahrscheinlich auf die niedrige Fallzahl (n=3) zurückzuführen.

Die Konfrontationsassays wurden zusätzlich mit U373-Einzelzellen praktiziert. 

Die  Tumorantigenaufname bei  der  Behandlungsgruppe (+ALA /  +R)  war  im 

Vergleich zu den übrigen drei Gruppen (-ALA / -R; +ALA / -R; –ALA / +R) zwar 

nicht signifikant erhöht, es zeigte sich jedoch ein deutlicher Trend (Steigerung 

um den Faktor ca. 1,5). Auch hierbei lässt sich das Fehlen der statistischen 

Signifikanz vermutlich auf die niedrige Fallzahl zurückführen. 

Der  Unterschied  zwischen  der  wesentlich  stärker  ausgeprägten 

Antigenaufnahme  bei  den  Experimenten  mit  Tumorsphäroiden  (signifikante 

Antigenaufnahmesteigerung)  im  Gegensatz  zu  den  nicht  signifikanten 

Ergebnissen  bei  den  U373-Einzelzellen  lässt  sich  möglicherweise  dadurch 

erklären,  dass  Tumorsphäroide  im  Vergleich  zu  Monolayerkulturen  eine 

ähnliche Extrazellulärmatrix wie in-vivo-Tumore produzieren (Nedermann et al. 

1984). In dieser Eigenschaft sind Sphäroide Monolayerkulturen, aus denen die 

von  uns  verwendeten  Einzelzellen  stammten,  überlegen. Tumorsphäroide 

zeigen  eine  signifikant  höhere  Bildung  von  tumorspezifischen  Antigenen  als 

Monolayerkulturen (Mueller-Klieser et al. 1987). Ebenfalls könnte der innerhalb 

von Sphäroiden bestehende Diffusionsgradient mit zentralen hyperkapnischen 
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und hypoxischen Bereichen für einen  stärkeren antigenen Effekt nach PDT 

verantwortlich sein.

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass mit den von uns durchgeführten 

Konfrontationsassays ein erster Hinweis dafür erbracht werden konnte, dass die 

5-ALA-basierte  PDT  die  DC-vermittelte  Immunogenität  von  Glioblastomen 

verstärkt.

Als  Initiatorzellen der afferenten Phase der  zellulären antitumorösen Antwort 

sind DC in der Lage aufgrund von aktivierenden  Signalen durch die Blut-Hirn-

Schranke  transendothelial  zu  migrieren  und  dort  Antigene  aufzunehmen 

(Zozulya et al 2009).

Zu  diesen  Signalen  gehören  Ischämie,  Infektionen  (Winzler  et  al.  1997; 

Feldman et al. 1994), thermische Schädigung und Zytokine wie IL-1, GM-CSF 

und TNF-alpha (Koide et al., 1987; Kolenik et al., 1990; Josien et al., 1999).  

Hierdurch kommt es zur Aktivierung der DC und konsekutiv zu einer Zunahme 

der  Fähigkeit,  Antigene  aufzunehmen  und  zu  präsentieren.  In  unseren 

Experimenten  führte  vermutlich  die  Kombination  aus  ALA-Inkubation  und 

Laserbestrahlung  zur  Signalinduktion  der  Gliomzellen,  welche  wiederum die 

Antigenität der Tumorzellen verstärkte bzw eine Aktivierung der DC bewirkte. 

Nach Aktivierung migrieren die DC in-vivo aus dem peripheren Gewebe über 

die Lymphbahnen in die regionären und lokalen Lymphknoten, wo sie entweder 

in die T-Zell-Region oder die B-Zell-Follikel der Lymphknoten gelangen und dort 

B- und T-Lymphozyten durch Zytokine stimulieren (Adema et al.,  1997).  Die 

Ausreifung  der  DC  induziert  die  Expression  von  Chemokinrezeptoren  und 

Zytokinen und eine Immunantwort (Bancereau J. et al. 2000).

Es  wird  angenommen,  dass  die  Induktion  von  Nekrose  und  Apoptose  in 

Tumoren  nach  PDT  zu  einer  systemischen  Freisetzung  von  Zytokinen  und 

Stress-Proteinen führt.  Dies  wiederum mündet  in  eine  inflammatorische und 

immunologische  Reaktion.  Daraus  resultiert  die  Einwanderung  von 

Immunzellen, die eine Tumorimmunogenität generieren können. Es wird davon 

ausgegangen,  dass  subletale  PDT-Dosen,  unabhängig  von  der  direkten 

phototoxischen Wirkung, eine sekundäre Reaktion durch oxidativen Stress an 

nicht direkt zugrunde gegangenen Zellen hervorrufen (Korbelik et al 1996). 
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Im  Tierexperiment  konnte  gezeigt  werden,  dass  Zelllysate  aus  PDT-

behandeltem Tumormaterial (Murine Mamma-Ca Zelllinie) eine Aktivierung von 

DC und konsekutiv  der  zellulären Immunität  gegen EMT6 Tumore initiierten 

(Gollnick et al. 2002). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch Zelllysate 

aus  PDT-behandeltem Tumorgewebe  eine  stärkere  IL-12  Bildung  durch  DC 

hervorgerufen wurde,  als es durch Lysate  von UV- oder Infrarot-bestrahltem 

Tumormaterial  der  Fall  war.  IL-12  wird  ein  bedeutender  Effekt  in  der 

antitumorösen Immuntherapie von Tumoren zugeschrieben (Golab et al. 1999).

Möglicherweise liegt der Grund für die erhöhte Bildung von IL-12 nach PDT 

darin, dass UV-Bestrahlung nur Apoptose und Infrarotbestrahlung nur Nekrose 

induziert. Durch die photodynamische Therapie werden aber beide Phänomene 

hervorgerufen.  Vermutlicherweise  wird  für  eine  DC-Aktivierung  eine 

Kombination aus Apoptose und Nekrose benötigt wird (Jalili et al. 2004). 

Es konnte an in-vitro-Experimenten gezeigt werden, dass Überstände von PDT-

behandelten murinen Kolonkarzinomen DC stimulierten und eine signifikante 

Zunahme der Exprimierung von IL-12 induzierten (Jalili et al. 2004). Am in-vivo  

Tiermodell injizierten Jalili und Mitarbeiter (2004) Mäusen unreife DC nach PDT 

von Kolonkarzinomen intratumoral.  Nach Aktivierung und Ausreifung der  DC 

kam es zur Bekämpfung eines kontralateralen Tumors durch zytotoxische T-

Lymphozyten. 

In immundefizienten SCID-Mäusen zeigte sich eine niedrigere Wirksamkeit der 

PDT als in immunkompetenten Tieren (Korbelik et al. 1996), wobei sich diese 

Wirkung durch Immunadjuvantien noch steigern ließ (Chen et al 2005).

Der  im Tierexperiment  gezeigte  Vorteil  der  Kombination  aus  PDT und  DC-

Vakzinierung  könnte  auch  bei  Gliomen  eine  signifikante  Wirkung  auf  die 

Prognose  haben.  Die  Generierung  von  Vakzinen  gegen  Gliomzellen  durch 

PDT-Zelllysate ist eine weitere Möglichkeit den additiven Effekt von PDT und 

Immunsystem zu nutzen.

Hinweise  darauf,  dass  es  sich  um  eine  spezielle,  adaptive  Immunantwort 

handelt, erbrachten Gollnick et al (2002), indem sie zeigten, dass in Mäusen, 

die  mit  PDT-generiertem  EMT6  und  P815  Zelllysat  vakziniert  wurden,  das 
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Wachstum  der  entsprechenden  Tumore  inhibierend  beeinflusst  wurde,  aber 

sich das Wachstum von Colon-26-Tumoren nicht herabsetzte.

Von  großem  Interesse  in  Zukunft  wird  sein,  wie  groß  der  Vorteil  der 

Kombination aus PDT und DC-Vakzinierung in der Anwendung am malignen 

Gliom  des  Menschen  sein  wird.  Beim  kolorektalen  Karzinom  existieren 

beispielsweise  vielversprechende  tierexperimentelle  Daten,  die  einen 

systemischen antitumoralen Effekt durch Vakzinierung zeigen (Saji et al. 2006).

Die  im  Tierexperiment  gezeigte  Überlegenheit  der  DC-Vakzinen  von  PDT-

behandeltem  Tumormaterial  eröffnet  die  attraktive  Möglichkeit 

patientenindividuelle  PDT-Vakzinen  direkt  aus  Tumorresektat  zu  generieren 

(Korbelik et al. 2007).
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5 Zusammenfassung   

 

Aufgrund der prognostisch relevanten Wirkung der PDT bei Patienten mit GBM ist die Induktion einer 

Immunreaktion gegen die invasiven Gliomzellen fernab des Primärtumors anzunehmen. Eine immunogene 

Wirkung mit Induktion einer antitumorösen Immunantwort durch die PDT von extrakraniellen Tumoren ist 

in der Literatur bereits mehrfach beschrieben. In dieser Arbeit galt es zu prüfen, ob sich die bekannten 

Mechanismen und Reaktionen auch auf die Neuroonkologie übertragen lassen.   

Mit  einer  im  neurochirurgischen  Forschungslabor  der  Universität  Düsseldorf  entwickelten 

Bestrahlungsvorrichtung für 96-Well-Mikrotiterplatten wurde an Tumorsphäroiden von humanen U373- und 

A172-Gliomen die 5-ALA-basierte PDT mit Laserlicht der Wellenlänge von 635 nm durchgeführt, um die 

bereits  an  Einzelzellsuspensionen  beschriebene  Wirkung auch  am Sphäroidmodell  nachvollziehen  zu 

können. 

Um  eine  therapeutische  ALA-Dosis  für  die  PDT  von  Sphäroiden  zu  bestimmen,  wurden 

Dosisfindungsversuche mit  eskalierenden ALA-Konzentrationen durchgeführt.  Der Vitalitätsindex wurde 

mit dem WST-1-Zellvitalitätsassay gemessen. Als Zielwert wurde die ALA-Konzentration angestrebt, nach 

welcher 50-60 % der Zellen noch vital sind (LD-50). Erwartungsgemäß zeigte sich in den Kontrollgruppen 

im WST-1-Assay,  dass auch bei  längeren  Bestrahlungszeiten  ohne den Photosensitizer  5-ALA,  keine 

vitalitätsmindernde Wirkung erzielt wird. Die alleinige Inkubation der Gliomzellen mit eskalierenden ALA-

Konzentrationen zeigte lediglich eine leichte, nicht signifikante Einschränkung des Migrationsverhaltens. 

In den Migrationsassays konnte nachgewiesen werden,  dass durch PDT mit der LD-50 an U373- und 

A172-Sphäroiden die Migration im Vergleich zu den Kontrollgruppen (ohne ALA, mit Bestrahlung; mit ALA, 

ohne  Bestrahlung;  ohne  ALA,  ohne  Bestrahlung)  signifikant  inhibiert  wird.  Der  in-vitro  beobachtete 

Migrationsarrest hielt im gesamten Beobachtungszeitraum von 14 Tagen an.

In Kokulturen und Konfrontationsassays von PDT-behandelten U373- Gliomsphäroiden und DC wurde 

untersucht, ob eine Endozytose von Tumorbestandteilen durch DC stattfindet und in welchem Maße sich 

diese durch PDT im Vergleich zu den Kontrollgruppen steigern lässt. Hierbei zeigte sich, dass nur die 

PDT-Behandlung (Kombination aus ALA und Bestrahlung) zu einer signifikant gesteigerten Aufnahme von 

Tumormaterial  von  U373-Sphäroiden  durch  die  DC führte.  Bei  PDT-behandelten  U373-Einzellen  war 

dieser Unterschied nicht signifikant. Hingegen zeigte die alleinige Bestrahlung oder ALA-Inkubation kaum 

einen Effekt im Vergleich zu komplett unbehandelten Sphäroiden (kein ALA / keine PDT). Hiermit konnte 

ein  erster  Hinweis  dafür  erbracht  werden,  dass  die  5-ALA-basierte  PDT  die  Immunogenität  von 

Glioblastomen verstärkt und zu einer effektiveren Antigenaufnahme durch dendritische Zellen führt. Diese 

ersten  Hinweise  auf  eine  Immunogenität  durch  PDT  sollten  in  weitergehenden  Arbeiten  untersucht 

werden. Hier ist vor allem die afferente Phase (Antigenaufnahme, Migration und Ausreifung der DC) der 

zellulären Tumorimmunität zu untersuchen.
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7.2 Abbildungsverzeichnis 

Abb. 1: Bestrahlungsvorrichtung, schematisch

Abb. 2: Extinktion WST-1-Assay im zeitlichen Verlauf

Abb. 3: Zellvitalität (U373 / A172) in Abhängigkeit von der Bestrahlungszeit

Abb. 4: Zellvitalität (U373 / A172) nach 16h im WST-1-Assay in Abhängigkeit von 

             der ALA- Konzentration, ohne Bestrahlung

Abb. 5: Zellvitalität (U373 / A172) nach 16h im WST-1-Assay in Abhängigkeit von 

             der ALA- Konzentration, mit Bestrahlung (LD-50-Dosisfindung)

Abb. 6: Tumorsphäroid, -ALA / -Bestrahlung, direkt nach Inkubation (U373)

Abb. 7: Tumorsphäroid, -ALA / -Bestrahlung, nach vier Tagen (U373)

Abb. 8:  Tumorsphäroid, -ALA / -Bestrahlung, direkt nach Inkubation (A172)

Abb. 9: Tumorsphäroid, -ALA / -Bestrahlung, nach vier Tagen (A172)

Abb. 10: Migrationsverhalten (U373 / A172), -ALA / -Bestrahlung, über 14 Tage

Abb. 11: Tumorsphäroid, -ALA / +Bestrahlung, U373 nach vier Tagen

Abb. 12: Tumorsphäroid, -ALA / +Bestrahlung, A172 nach vier Tagen

Abb. 13: Migrationsverhalten (U373 / A172), -ALA / +Bestrahlung, über 14 Tage

Abb. 14: Tumorsphäroid, +ALA / -Bestrahlung, U373 nach vier Tagen

Abb. 15: Tumorsphäroid, +ALA / -Bestrahlung, A172 nach vier Tagen

Abb. 16: Migrationsverhalten (U373 / A172), +ALA / -Bestrahlung, über vierzehn Tage

Abb. 17: Tumorsphäroid U373, +ALA / +Bestrahlung, unmittelbar nach PDT

Abb. 18: Tumorsphäroid U373, +ALA / +Bestrahlung, ein Tag nach PDT

Abb. 19: Tumorsphäroid U373, +ALA / +Bestrahlung, vier Tage nach PDT

Abb. 20: Tumorsphäroid A172, +ALA / +Bestrahlung, ein Tag nach PDT

Abb. 21: Durchmesser Tumorsphäroide U373 / A172 über 14 Tage nach PDT 

              (+ALA / +Bestrahlung)

Abb. 22:  Vitalität (U373 / A172) nach einem u. vier Tagen in Abhängigkeit vom 

                Behandlungsmodus 

Abb. 23: Vitalität (U373 / A172) nach einem und 14 Tagen in Abhängigkeit vom 

               Behandlungsmodus

Abb. 24: Vergleich der Migrationsradien nach 14 Tagen (U373 und A172) in  

               Abhängikeit vom Behandlungsmodus

Abb. 25: Vergleich der Steigungen (ermittelt aus dem Migrationsverhalten) der A172- 

              Sphäroide über 14 Tage

Abb. 26: Vergleich der Steigungen (ermittelt aus dem Migrationsverhalten) der U373- 
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              Sphäroide über 14 Tage

Abb. 27: Durchflusszytometrische Auswertung Konfrontationsassay, exemplarisch

Abb. 28: Konfrontationsassay mit DC und U373-Tumorsphäroiden 

Abb. 29: Konfrontationsassay mit DC und U373-Einzelzellen

Abb. 30: Rot fluoreszierende DC mit phagozytiertem, grün fluoreszierenden 

              U373-Tumormaterial

7.3 Abkürzungen 

µl                     - Mikroliter

5-ALA - 5-Aminolävulinsäure

Abb. - Abbildung

CD                  - Cluster of domination

CFDA-SE       - Carboxyfluoreszin-diazetat-succimdylester

CFSE             - Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester 

GM-CSF         - Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

d                     - Tag

DC                  - Dendritische Zelle(n) 

DMEM             - Dulbecco's modifiziertes Eagle's Medium

DMSO           - Dimethylsulfoxid

EDTA              - Ethylendiamintetraacetat

FACS              - fluorescence activated cell sorting

FCS             - Foetales Kälberserum

GBM             - Glioblastoma multiforme

h                     - Stunde

HLA                 - Humanes Leukozytenantigen

IL                     - Interleukin

ITZ                  - Institut für Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika 

LD50               - Letale Dosis 50

min                 - Minute

ml             - Milliliter

MNC               - Mononukleäre Zelle(n)

n                     - Anzahl

nm                  - Nanometer
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PBS             - Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung

PDT                - Photodynamische Therapie     

Pe                   - Phycoerythrin

R                    - Radiatio / Bestrahlung

Vs.            - Versus

7.4 Materialliste 

24-Well-Gewebekulturplatten (Greiner) 

5-Aminolävulinsäure der Firma Merck á 5 g     

Ammoniunchlorid-Lösung (8,3 g NH4Cl + 1,0 g KHCO3 + 0,0375 g EDTA-Na2 

ad.  H2O  dest.  1  l;  hergestellt  und  sterilisiert  von  der  Apotheke  des  UKD, 

Düsseldorf) 

Biocidal ZF™ WAK-Chemie Medical GmbH

CD14-Microbeads 2 µl (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) 

Cell-Dyn-3500 Analysegeräts (Abbott, Wiesbaden) 

CellGroDC Medium (CellGenix, Freiburg) 

CellGroDC von CellGenix. 

CFDA:Molecular Probes/Invitrogen

CFDA-SE (Molecular Probes/Invitrogen) 

CGDC-Medium 
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Combitip plus kleinster Schritt 10 µl; größter Schritt 200 µl 

Combitip plus kleinster Schritt 100 µl; größter Schritt 2000 µl

Combitip plus kleinster Schritt 50 µl; größter Schritt 1000 µl

DMEM – Dulbecco´s Modified Eagle Medium ohne Phenolrot

DMEM  High-Glucose mit Phenolrot  Best. Nr. 41965-039; Fa. Gibco  

Ethanol 70 % vergällt mit Petroläther

Falcon-Röhrchen 15 ml (Falcon/BD Biosciences, Heidelberg)

Falcon-Röhrchen 50 ml (Falcon/BD Biosciences, Heidelberg)

FCS:  Gold = Foetal-Calf- Serum-Gold; Best.- Nr. A15/649; Fa. PAA

Ficoll-Lösung 15 ml (Biochrom, Berlin) mit der spezifischen Dichte von 1,077 

g/cm³ 

FITC – Fluoreszeinisothiocyanat; PE – Phycoerythrin

Flaschen: Schott / Duran   400 ml; 80 ml Fisherbrand

Fungizome: Best. Nr. 15290-026; (50 ml-Fl.); Fa. Gibco

GM-CSF: Berlex

Granulocyte-Macrophage-Colony  Stimulating  Factor  1000  U/ml  (GM-CSF, 

Leukine Sargramostim, Berlex, Richmond, CA) 
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HLA-DR-Pe: Pharmingen

Human Cytokine Antibody-Array Kit, 5 Membranen                                              

Human IL-12 P70 ELISA Kit (RayBiotech)        
   

Humanes Serumalbumin 0,5 % (HSA, 20 % Octalbin, Octapharma, Langenfeld) 

in PBS (= HAS / PBS)  

IgG1 Pe: Immunotech

IL4 : CellGenix

Interleukin-4 1000 U/ml (IL-4, CellGenix) 

LiChrosolv Wasser für Chromatographie der Firma Merck

Luminex 15-Multiplex-Kit (BioSource)  

Mausserum 2,5 %ig (Sigma-Aldrich, Seelze) 

Motorpipette: Pipetus Hirschmann Laborgeräte

NaCl 0,9 % Fa. Braun

Noble agar der Firma Sigma-Aldrich

Pasteurpipetten aus Glas Fa. Brand

PBS:  Phosphatpuffer; Fa. Gibco  

Penicillin-Streptomycin (=Penstrep): Fa. Biochron
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Petrischalen Cellstar; Fa. Greiner-bio-one

Pipettenspitzen: ep T.I.P.S Eppendorf

Polypropylen-Rundbodenröhrchen 5 ml (BD Biosciences)

Serologische Pipetten Stripette, 2 ml; 5 ml; 10 ml; 25 ml; steril

Tissue Culture Plate (Zellkulturplatte) der Firma Cellstar; steril, non pyrogen, 

Trypsin EDTA:  0,25 ml; Cat. Nr.:  L 11-004 ; Fa. PAA (100 ml-Fl.)

WST-1 Cell Proliferation Reagent der Firma Roche 25 ml für 2500 Tests

7.5 Geräteliste 

Absauggerät: Gardner Denver

Autoklav: Systec D-65

Biorad Microplate Reader Model 680 XR 655 nm / 415 nm

Digitale Kamera  (Olympus),                                                                                  

Durchflusszytometrie: FACSCalibur von BD (Becton Dickinson)

Eppendorf Multipette

Eppendorf Research Pipette 0.5 - 10 µl; 10 - 100 µl; 20 - 200 µl; 100 - 1,000 

µl; 500 - 5,000 µl; 1 - 10 ml;
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Kühlschrank Fa. Liebherr Premium

Lichtleiter Medlight FD1-614

LS-Säule (Miltenyi Biotec) 

Messokular Olympus CWHK 10x/18L

Microwelle Micromat

Midi-MACS (Miltenyi Biotec)

Mikroskop: Olympus CK2

Neubauer Zählkammer Fa. Brand

Rührgerät KIKA Labortechnik RET basic

Sterilbank: LaminAir HA 2448

Thermomixer comfort von Eppendorf

Waage: Fa. Kern 410

Wasserbad: Fa. Köstermann

Zentrifuge Hettich 30

87





Lebenslauf

8 Lebenslauf   

Name:                                              Julian Ficnar

Geburtsdatum:                                24.09.1981 

Geburtsort:                                      Dortmund

Staatsangehörigkeit:                      Deutsch

Familienstand:                                 ledig

Schullaufbahn:  

    August 1988 bis Juli 1992:           Erich-Kästner-Grundschule Dortmund

    August 1992 bis Juni 2001:          Immanuel-Kant-Gymnasiums Dortmund

                                                          Abitur im Jahr 2001

Zivildienst:                   
     Juli 2001 bis Juni 2002:               Elfmonatiger Zivildienst: mobile Alten- und  

                                                          Krankenpflege Diakonische Dienste Dortmund

Hochschullaufbahn: 

    Oktober 2002 - Mai 2007:            Studium Humanmedizin, Heinrich-Heine-Universität 

                                                         Düsseldorf

    August 2004:                               Physikum mit der Abschlussnote 2,33 

    August 2007 bis Juli 2008:          Praktisches Jahr Universitätsklinikum Düsseldorf

    November 2008:                          2. Stattsexamen mit der Gesamtnote 1,5

Berufspraxis: 
     Seit Februar 2009:                     Arzt in Weiterbildung in der Gynäkologie und  

                                                        Geburtshilfe im Marienhospital Wesel 

Promotion:              

        Februar 2006:                           Beginn der Dissertationsarbeit unter der Leitung  

                                                         von Herrn Prof. Dr. med. W. Stummer an der  

                                                         neurochirurgischen Klinik der Universität   

                                                         Düsseldorf

        August 2011:                            Promotion in der Neurochirurgischen Klinik

                                                         der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf

Wesel, den 1.8.2011                                                                             Julian Ficnar

I


	1 Einleitung 
	1.1 Einordnung des Glioblastoma multiforme und Epidemiologie 
	1.2 Klinik 
	1.3 Diagnostik 
	1.4 Therapiestrategien und Prognose
	1.5 Die Photodynamische Therapie 
	1.6 Fragestellung 
	1.7 Das Sphäroidmodell 
	1.8 Dendritische Zellen 

	2 Methoden 
	2.1 Kultivieren der Zellen in Monolayer-Zellkultur 
	2.2 Einfrieren und Lagerung 
	2.3 Auftauen von Zellen 
	2.4 Beschichtung der Arbeitsmaterialien (Zellkulturflaschen, Petrischalen und 96-Well-Mikrotiterplatten) mit Noble-Agar 
	2.5 Herstellung der Tumorsphäroide 
	2.6 Ansetzen der ALA-Verdünnung
	2.7 Durchführung der ALA-Inkubation und der Verteilung auf die 96-Well-Mikrotiterplatten 
	2.8 Der WST-1-Assay 
	2.9 Durchführung des WST-1-Assays 
	2.10 Schema für die Durchführung des Zellproliferationstests WST-1 mit U373 Tumorsphäroiden zur LD-50 Dosisfindung 
	2.11 Migrationsversuch mit den Zelllinien U373 und A172 
	2.12 Konfrontationsassay mit U373 Sphäroiden und Einzelzellen mit dendritischen Zellen 
	2.13 Statistische Auswertung 

	3 Ergebnisse 
	3.1 Verhalten des WST-1 Tests 
	3.2  Zellvitalität der Sphäroide ohne ALA, nach Bestrahlung 
	3.3 Zellvitalität in Abhängigkeit von der ALA-Dosis, ohne Bestrahlung 
	3.4 Ermittlung einer letalen Dosis 50 (LD-50) bei U373- und A172-Sphäroiden 
	3.5 Migrationsverhalten der Tumorsphäroide, ohne ALA-Behandlung und ohne Bestrahlung 
	3.6 Migrationsverhalten der Tumorsphäroide, ohne ALA-Behandlung und mit Bestrahlung 
	3.7 Migrationsverhalten der Tumorsphäroide mit ALA-Behandlung und ohne Bestrahlung 
	3.8 Verhalten der Tumorsphäroide nach PDT (mit ALA-Behandlung und Bestrahlung) 
	3.9 Vitalitätskontrolle nach einem, vier und 14 Tagen, in Abhängigkeit vom Behandlungsmodus 
	3.10 Vergleich  der Behandlungsmodi im Migrationsversuch mit U373- und A172-Gliomsphäroiden 
	3.11 Vergleich der Migrationsradien / Steigungen in Abhängigkeit vom Behandlungsmodus 
	3.12 Konfrontationsassays mit DC und Tumorsphäroiden 

	4 Diskussion 
	4.1 Der WST-1 Assay 
	4.2 Das Sphäroidmodell 
	4.3 Die Bedeutung der LD-50 für die Migrations- und Konfrontationsassays 
	4.4 Die photodynamische Therapie des GBM 
	4.5 Die inflammatorische Wirkung der PDT 
	4.6 Migrationsversuche 
	4.7 DC, PDT und Tumorimmunität 

	5 Zusammenfassung 
	6 Literaturverzeichnis 
	7 Anhang 
	7.1 Danksagung 
	7.2 Abbildungsverzeichnis 
	7.3 Abkürzungen 
	7.4 Materialliste 
	7.5 Geräteliste 

	8 Lebenslauf 

