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Zusammenfassung

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der haufigste maligne hirneigene Tumor des
erwachsenen Menschen. Trotz eines multimodalen Therapieansatzes aus
Tumorresektion, Radio- und Chemotherapie erleiden die meisten Patienten Rezidive
und die Prognose ist infaust. Glioblastoma Stem-Like Cells (GSC), welche Resistenzen
gegenlber zahlreichen etablierten Therapiekonzepten zeigen, werden als treibende
Kraft fiir das Wiederauftreten der Erkrankung gesehen. Deshalb hdngt die Wirksamkeit
einer Therapie insbesondere vom Ansprechen der GSC auf diese ab. Die 5-
Aminolavulinsdure (5-ALA) basierte Photodynamische Therapie (PDT) ist ein neues
Therapiekonzept in der Behandlung des GBM. Nach oraler Gabe von 5-ALA, einem
natirlichen Zwischenprodukt der Him-Biosynthese, kommt es im Gehirn in den Zellen
des GBM zu einer selektiven Anreicherung von Protoporphyrin IX (PPIX), einem
potenten Photosensibilisator. Dieser kann durch Bestrahlung mit Licht der Wellenlange
635 nm angeregt werden, wodurch eine photochemische Reaktion auslost wird, die zur
Bildung von Singulett-Sauerstoff und weiterer reaktiver Sauerstoffspezies fiihrt, welche
fir die Zellen toxisch sind. Ob GSC PPIX anreichern und sensitiv gegeniber einer 5-
ALA/PDT sind, ist bisher unbekannt. Humane GSC, welche aus Primartumoren
gewonnen worden waren, wurden als Neurosphdren unter serumfreien Bedingungen
kultiviert. Die Anreicherung von PPIX in GSC nach Inkubation mit verschieden 5-ALA
Konzentrationen wurde zu verschieden Zeitpunkten durchflusszytometrisch gemessen.
Die Vitalitat der GSC nach 5-ALA Inkubation und anschliefender PDT wurde mittels des
WST-1-Tests Uberprift. GSC zeigten nach Behandlung mit 5-ALA eine dosis- und
zeitabhangige Anreicherung von PPIX, die zwischen den einzelnen GSC-Préparationen
variierte. Eine anschliefende Bestrahlung mit Laserlicht einer Wellenldnge von 635 nm
resultierte in einer signifikanten Reduktion der Vitalitdt der Zellen, wogegen eine
alleinige Behandlung mit 5-ALA oder Laserlicht keinen Effekt hatte. Die mittleren letalen
Dosen unterschieden sich zwischen den einzelnen GSC-Prédparationen und waren
negativ mit der PPIX-Anreicherung korreliert. Zusammenfassend konnte gezeigt werden,
dass GSC in vitro nach Behandlung mit 5-ALA PPIX anreichern und sensitiv auf eine

anschlieRende PDT reagieren.



Abstract

Glioblastoma (GBM) is the most frequent lethal primary brain tumor in adults. Despite
multimodal therapy, combining resection, radio- and chemotherapy, most patients
develop disease recurrence, and prognosis of patients is poor. Glioblastoma stem-like
cells (GSC) appear to be resistant to the established therapies and are suspected to be
the driving force for disease recurrence. Thus, efficacy of a therapy depends particularly
on targeting GSC. 5-aminolaevulinic acid (5-ALA) mediated photodynamic therapy (PDT)
is a new therapeutic approach in GBM. After oral application of 5-ALA, a natural
precursor of heme biosynthesis, the photosensitizer protoporphyrin IX (PPIX) selectively
accumulates in GBM cells in the brain. PPIX can be excited when exposed to laser light
of 635 nm wavelength, which initiates a photochemical reaction that results in the
generation of singlet oxygen and other reactive oxygen species, which are toxic for the
cells. Whether GSC accumulate PPIX and are sensitive to 5-ALA/PDT is currently
unknown. Human GSC, that were derived from primary tumors, were grown as
neurospheres under serum free conditions. Accumulation of PPIX in GSC after
incubation with different doses 5-ALA was detected by flow cytometry. GSC viability
after 5-ALA incubation followed by PDT was measured with the WST-1 test. GSC showed
a dose- and time-dependent accumulation of PPIX, which varied between individual GSC
preparations. Subsequent exposure to laser light of 635 nm wavelength resulted in a
significant reduction of viability of the cells, whereas treatment with 5-ALA or exposure
to laser light only had no effect. Mean lethal doses differed between GSC preparations
and were negatively correlated with PPIX accumulation. In summary, it has been shown
that GSC accumulate PPIX when subjected to 5-ALA and are sensitive to a subsequent

PDT in vitro.
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1 Einleitung

1.1 Pathologie des Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme (GBM) zahlt unter den hirneigenen Tumoren
Erwachsener mit einem Anteil von ca. 70 % zum haufigsten malignen Tumor [1]. Trotz
der Haufigkeit als Hirntumor ist die Gesamtinzidenz hirneigener Tumoren, mit 3.200
Frauen und 4.000 Mannern, die im Jahr 2012 in Deutschland neu erkrankt sind, im
Vergleich zu der Gesamtinzidenz maligner Tumorerkrankungen anderer Organsysteme
mit einem Anteil von 1,6 % gering [2]. Das mediane Manifestationsalter des GBM
betrdagt 64 Jahre [1]. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat Tumoren des
zentralen Nervensystems nach histologischen und molekularbiologischen Kriterien in
verschiedene Malignitatsgrade von I-IV eingeteilt. Nach dieser Einteilung wird das GBM
als Grad IV Gliom astrozytdren Ursprungs definiert [3-5]. Von einem primdren GBM,
sprich dem de novo entstandenen GBM, unterscheidet man das sekundare GBM, das
ausgehend von niedriggradigen Gliomen entsteht. Das in ca. 5-10 % der Fille
auftretende sekundare GBM betrifft mit einem mittleren Erkrankungsalter von ca. 44

Jahren hauptséachlich jiingere Patienten [5, 6].

Der Namenszusatz ,multiforme” spiegelt das histologische Bild wider, welches durch
Arbeiten von HJ Scherer im frithen 20. Jahrhundert intensiv beschrieben wurde [7].
Das GBM wachst stark infiltrativ, stellenweise nekrotisch und hamorrhagisch und zeigt
eine makroskopische, mikroskopische und genetische Heterogenitat [7, 8].
Makroskopisch zeigt sich typischerweise ein zentrales Nekroseareal mit zelldichtem
Rand und umgebender Infiltrationszone [7, 9]. Die makroskopisch relativ scharfe
Abgrenzung zum umgebenden Gewebe stellt sich histologisch jedoch komplexer dar.
Die Invasion des umgebenden Gewebes erfolgt entlang myelinisierter Axone und
BlutgefaBe bei nur minimaler Destruktion des umgebenden Gewebes [7, 9, 10].
Aufgrund der hohen Affinitdt zu myelinisierten Faserbahnen kommt es Uber die
Kommissuren auch zur Ausdehnung auf beide Hemispharen [9, 11, 12], wodurch das
Bild eines ,Schmetterlings-Glioblastom” entstehen kann, welches mit einer

schlechteren Prognose assoziiert ist [13].



Molekularbiologisch kdnnen das primdre und sekundare GBM voneinander
unterschieden werden. Neben genetischen Verdnderungen, die in primaren und
sekunddren GBM vorkommen, gibt es fir beide Formen charakteristische
Veranderungen: Typisch fiir das primare GBM ist eine Uberexpression des Epidermal
Growth Factor Receptors (EGFR), eine Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN)
Mutation sowie ein vollstandiger Verlust des Chromosoms 10 [14-16]. In sekundaren
GBM lasst sich gehauft ein Verlust der Heterozygotie des langen Arms des
Chromosoms 19 nachweisen [17]. Eine Mutation des Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1)
Gens findet sich in einem GroRteil (88 %) der sekunddren GBM, jedoch kaum in
primaren GBM, und ist somit charakteristisch fiir das sekunddare GBM [18]. In einer
Mitte 2016 erschienenen WHO-Klassifikation wird das GBM entsprechend anhand des
Vorhandenseins von IDH Mutationen in diese zwei Untergruppen unterteilt, die der
dlteren Unterteilung in primédres und sekunddres GBM entspricht [5]. Zwischen
primarem und sekunddrem GBM zeigt sich auch ein Unterschied in der Verteilung. Das
primdre GBM zeigt kein gehduftes Auftreten in speziellen Hirnarealen, wogegen das
sekundare, IDH1 mutierte GBM eine Haufung im Frontallappen um das Vorderhorn des

Seitenventrikels zeigt [19].

1.2 Klinik des Glioblastoma multiforme

Klinisch auffallig wird das GBM durch unterschiedliche Symptome. Hauptsachlich
handelt es sich hierbei um zunehmende neurologische und motorische Defizite,

Kopfschmerzen, Krampfanfalle oder Persdnlichkeitsstérungen [20].

Haufig wird die Diagnose eines Hirntumors erst einige Zeit nach dem Auftreten der oft
unspezifischen Symptome gestellt [20]. Zur weiteren Diagnostik wird zum Ausschluss
eines intrakraniellen Tumors eine Schichtbildgebung mittels Computertomographie
(CT) oder der hoher sensitiven Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefiihrt.
Daneben besteht die Moglichkeit, dass es sich bei einem GBM um einen Zufallsbefund

im CT oder MRT handelt.

Goldstandard in der Diagnostik des GBM ist das MRT mit Gadolinium als
Kontrastmittel. Hierbei zeigt sich typischerweise eine zentrale Nekrose mit peripheren,

ringformig Kontrastmittel anreichernden Lasionen. In der Fluid Attenuation Inversion



Recovery (FLAIR) Darstellung zeigt sich ein das GBM umgebendes meist ausgepragtes

perifokales Odem [20].

1.3 Therapie des Glioblastoma multiforme

Ohne Therapie hat das GBM mit einer mittleren Uberlebenszeit nach Diagnosestellung
von 2-3 Monaten eine sehr schlechte Prognose [21]. Das aktuelle multimodale
Therapiekonzept, welches fir primare und sekundare GBM gleich ist, besteht aus drei
Saulen [22]: Der maximal moglichen zytoreduktiven Operation [23], der adjuvanten
Strahlentherapie und der adjuvanten Chemotherapie [22]. Die Chemotherapie erfolgt
hierbei mit dem alkylierenden Zytostatikum Temozolomid [22]. Die Kombination wird
nach dem Entwickler des Behandlungskonzepts als , Stupp-Schema“ bezeichnet [22].
Die Problematik besteht hierbei darin, dass aufgrund des zuvor erwahnten invasiven
Wachstums des GBM, nicht alle Tumorzellen operativ entfernt werden kénnen,
wichtige Hirnareale zum Erhalt der Lebensqualitat geschont werden sollten und das
radiologisch dargestellte GBM schwierig von umgebenden, nicht veranderten
Hirnarealen zu unterscheiden ist und somit kaum vollstandig operativ zu entfernen ist

[24].

Trotz intensiver Therapie ist das mediane Uberleben der Patienten mit 14,6 Monaten
sehr gering. Die meisten Patienten erleiden ein Rezidiv und versterben im Median 6,2
Monate nach dem Auftreten des Rezidivs [22, 25]. Aufgrund von verbesserten
Therapieoptionen konnte das mediane Uberleben verlingert werden, jedoch hat sich
das Langzeitliiberleben nur wenig verbessert und bleibt mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 10 % minimal [21, 24]. Als ein Grund fiir die sehr schlechte
Langzeitprognose des GBM werden die nach operativer Resektion im umgebenden
Hirngewebe verbleibenden Tumorstammzellen des Glioblastoma multiforme
angefiihrt, die trotz adjuvanter Therapie schlecht zu kontrollieren sind und als Ursache

fiir das Auftreten von Rezidiven angesehen werden [26].

In der Rezidivbehandlung des GBM haben neben der chirurgischen Versorgung [27, 28]
mit moglicher adjuvanter Strahlentherapie [29] sowie einer Chemotherapie mit
Temozolomid [30] weitere Therapien einen Stellenwert. Bevacizumab, ein Vascular

Endothelial Growth Factor (VEGF) Rezeptor Antikorper [31], wird alleine oder in



Kombination mit dem Topoisomerase | Hemmstoff Irinotecan bereits in der
Rezidivbehandlung eingesetzt [31, 32]. In modernen Therapiekonzepten gewinnen
Immuntherapien [33, 34] und Photodynamische Therapien [35, 36] zunehmend an

Bedeutung.

Interessanterweise zeigen Patienten, die an einem GBM mit einer IDH1 Mutation [18]
erkrankt sind und mit der zuvor beschriebenen Standardtherapie behandelt wurden,
eine, mit im Median 3,8 Jahren, deutlich lingere Uberlebenszeit als Patienten ohne

IDH1 Mutation, die im Median 1,1 Jahr tberleben [37].

1.4 Tumorstammazellen des Glioblastoma multiforme

Das Konzept der Tumorstammzelle geht auf eine Beobachtung aus dem Jahre 1994
zurlick, dass ein Teil der Zellen einer akuten myeloischen Leukamie fahig ist, sich selbst
zu erneuern und nach Xenotransplantation in immundefiziente Mause eine identische
Leukdmie initiieren kann [38]. Spater konnten Zellen mit diesen Eigenschaften in
verschieden weiteren Krebserkrankungen nachgewiesen werden, unter anderem in
Brustkrebs, Kolonkarzinom, Prostatakarzinom und dem GBM [39-42]. Die daraus
abgeleitete Tumorstammzellhypothese beschreibt, dass die Organisation des Tumors
einem hierarchischen Modell folgt, an dessen Spitze die Tumorstammzelle steht. Diese
Zelle ist befahigt zu proliferieren und sich dabei entweder selbst zu erhalten oder mehr
differenzierte Zellen hervorzubringen, die die Hauptmasse des Tumors ausmachen. Die
Differenzierung der Tumorstammzelle reduziert dabei ihre Fahigkeit der
Selbsterneuerung, welche charakteristisch fiir Stammzellen ist [26, 43]. Sie verliert mit
der Differenzierung somit ihre Stammzell-dhnlichen Eigenschaften, darunter auch ihr
Vermogen, Tumoren zu bilden. Daher nimmt die Tumorstammzelle eine fir die
Entstehung, den Erhalt des Wachstums und die Invasivitait des Tumors
auBerordentliche Rolle ein [26, 44]. Hieraus konnte abgeleitet werden, dass es sich bei
Tumoren nicht um eine homogene Tumormasse handelt, sondern nur ein Teil der
Zellen fir Wachstum, Infiltration, Migration und Differenzierung verantwortlich ist

[45].

Bereits vor Uber 10 Jahren konnten Ignatova et al. [46] zeigen, dass sich in

Glioblastomen Zellen mit Stammzell-dhnlichen Eigenschaften nachweisen und daraus



isolieren lassen, sogenannte Glioblastoma Stem-Like Cells (GSC). Diese Beobachtung
konnte in den darauf folgenden Jahren von Singh et al. durch einen Xenograft Assay
bestatigt und erweitert werden [42, 47]. Sie zeigten, dass die GSC nach
Xenotransplantation in immundefiziente Mause die einzigen tumorigenen Zellen im

Tumor sind.

Der Ursprung der GSC ist noch unklar. Viele Marker, die fir neuronale Stammzellen
typisch sind, sind jedoch auch in GSC nachweisbar. Der erste Marker, der hierbei zur
Isolation und Charakterisierung herangezogen wurde, ist die selektive Expression des
Molekils CD133 auf der Zelloberflache von GSC [47, 48]. Die Transkription von Sex
Determining Region Y-box 2 (SOX2) [49], einem Transkriptionsfaktor, der mit dem
Erhalt der Multipotenz von Stammzellen assoziiert ist [26, 50, 51], ist zudem mit GSC
assoziiert. Neben diesen beiden Markern gibt es eine Vielzahl weiterer Marker, die
jedoch einzeln nicht zu einer Identifikation von GSC herangezogen werden kdnnen
[26]. Das von den GSC getragene Tumorwachstum wird unter anderem der verstarkten
Expression von VEGF zugesprochen [52, 53]. VEGF ist ein membrangebundenes oder
von der Zelle sezerniertes Protein, welches an einen, von GefidRendothelzellen
exprimierten, Rezeptor bindet und als Proliferationssignal die GefaBneubildung
stimuliert [54]. Das perifokale Odem, welches besonders in der FLAIR Darstellung im
MRT sichtbar wird, wird unter anderem durch eine VEGF vermittelte GefalRneubildung
verursacht. Die neu gebildeten GefdBe verursachen eine erhohte Permeabilitat der

Blut-Hirn Schranke, was zu einem zunehmenden Hirnddem fuhrt [55-57].

GSC konnen in vitro als Neurosphéaren aus frisch resezierten Tumorpraparaten durch
Kultivierung angereichert werden. Der Grundstein hierfir wurde 1992 von Reynolds
und Weiss gelegt, die mit Hilfe von Neurospharenkulturen aus Gehirnen adulter Mause
neuronale Stammzellen anreichern konnten [58]. Die Kultivierung der Zellen erfolgt
unter serumfreien Bedingungen unter der Zugabe der Wachstumsfaktoren Epidermal
Growth Factor (EGF) und basic Fibroblast Growth Factor (bFGF). Unter serumfreien
Kulturbedingungen sterben die meisten der Zellen. Nur diejenigen Zellen, welche auf
die, auf Stammzellpopulationen mitogen wirkenden, Wachstumsfaktoren ansprechen,
Uberleben und bilden nicht-adhdrente im Medium schwimmende Cluster, sogenannte

Neurospharen (Abb. 1). Wahrend der Kultivierung werden die Neurosphdren mittels



mechanischer Dissoziation immer wieder voneinander getrennt und erneut unter den
gleichen Bedingungen weiter kultiviert, wodurch sich neue Neurospharen bilden.
Dieses Verfahren fihrt zum Erhalt der Zellpopulation mit stammzell-dhnlichen
Eigenschaften. Es wird nicht nur zur Isolation von neuronalen Stammzellen

herangezogen, sondern auch zur Isolation von Tumorstammzellen des GBM [59, 60].

Abb. 1: Neurosphéaren der GSC-Linie GS3 nach 96-stiindiger Kultivierung. Ein GroRenbalken ist angezeigt.

1.5 Tumorstammzellen in der Therapie des Glioblastoma multiforme

Aufgrund des von den GSC getragenen Tumorwachstums begriindet sich die Annahme,
dass die Effektivitat der anti-tumordsen Behandlung von der Sensitivitat der GSC
gegeniber der Therapie abhangen kénnte [44, 45]. In mehreren Studien wurden fir
diese Zellen Resistenzen gegeniber der Standardtherapie mit dem alkylierenden
Zytostatikum Temozolomid gefunden [61], die auf verschiedenen Mechanismen
beruhen [62, 63]. Da Temozolomid das einzige Chemotherapeutikum mit
nachgewiesener Wirkung in der Behandlung des GBM ist [22] und aufgrund seiner

guten Vertraglichkeit sowie oralen Verfligbarkeit zur Langzeitbehandlung eingesetzt



werden kann [64], ist dies duRerst kritisch zu sehen. Zudem zeigen GSC auch
Resistenzen gegenliber der zweiten Saule der adjuvanten Therapie [25], der

postoperativen Radiotherapie [65-67].

GSC in der Therapie des GBM

GSC GBM Rezidiv

Abtoten von
nicht-GSC

X

Abtoten von
GSC

— 8 —)
Konversion
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GSC zu GSC

I¥_o—

Remission des GBM
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Abb. 2: Bedeutung von Glioblastoma Stem-Like Cells (GSC) und nicht-GSC in der Therapie des Glioblastoma
multiforme. Die Behandlung beider Zellpopulationen ist entscheidend. Werden GSC durch die Therapie nicht
abgetotet, konnen sie Ausgangspunkt fir die Rezidivierung sein. Unter bestimmten Umstanden kann es zu einer
Konversion von nicht-GSC zu GSC kommen, die zur Rezidivierung fiihren, weshalb auch die nicht-GSC abgetotet
werden missen. Angelehnt an Cheng et al. [68]

Eine effektive Therapie des GBM muss auf die Behandlung von GSC sowie nicht-GSC
abzielen, um eine Remission des GBM bewirken zu koénnen [68]. Eine alleinige
Abtotung von nicht-GSC, beziehungsweise Resistenzen der GSC Population [62, 63, 65,
66], fuhren aufgrund verbleibender GSC mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer
Rezidivbildung [69]. Auch die alleinige Abtétung der GSC scheint zur Behandlung des
GBM jedoch nicht ausreichend zu sein, da die Moglichkeit einer Konversion von nicht-
GSC zu GSC besteht, die dann zur Rezidivierung fiihren konnen (Abb. 2) [68, 70, 71]. So

konnte gezeigt werden, dass in einer hypoxischen Mikroumgebung eine vermehrte



Expression von Hypoxia Inducible Factor 2a (HIF2a) stattfindet, die in vitro zu einer

Konversion von nicht-GSC zu GSC fuhrt [71-73].

Mit den bisherigen Therapiemethoden koénnen nicht-GSC und GSC nicht effektiv
gemeinsam behandelt werden [26, 74], wodurch sich das Auftreten von Rezidiven und
die, in den letzten 30 Jahren kaum verbesserte, sehr schlechte Langzeitprognose von
Glioblastompatienten erkldren lasst [24]. Ein primares Ziel der GBM Forschung ist
daher die Suche nach einem Therapieansatz, mit welchem nicht-GSC und GSC
gleichermafien behandelt werden kdonnen. Neben der Inhibition der Neoangiogenese
[31], der Immuntherapie [75], der Behandlung mit Nanopartikeln [76] und der
Modifizierung der Chemotherapeutikaaufnahme durch das GBM mittels fokussierten
Ultraschalls [77], ist die Photodynamische Therapie (PDT) ein im Fokus der Forschung

stehender Therapieansatz.

1.5 5-Aminoladvulinsdure basierte Photodynamische Therapie

Die Historie der Phototherapie reicht bis in die Antike zuriick (zusammengefasst in
[78]). Die Grundlage fiir die moderne PDT geht auf die Beobachtung von Oscar Raab
zuriick, dass die Behandlung von Infusorien mit einer Kombination von Licht und
fluoreszierenden Stoffen Zelltod induziert [78, 79]. In den 1960er Jahren gelang
Richard Lipson der Nachweis einer selektiven Akkumulation von Porphyrinen in
Tumoren [80], was fiir die Etablierung der modernen PDT von entscheidender
Bedeutung war. Mit einer effektiven PDT in einem Mausmodell gelang 1972 der Schritt

zur experimentell therapeutischen Anwendung beim GBM [78, 81].

Mittlerweile ist die 5-Aminoldvulinsdure basierte PDT (5-ALA/PDT) eine fur multiple
Tumorerkrankungen zugelassene Therapie, unter anderem fiir Hauttumoren, Kopf-
und Halstumoren und Tumoren des Gastrointestinaltraktes. Eine Zulassung besteht
zusatzlich fur die intraoperative Photodiagnostik weiterer Tumoren, unter anderem
des GBM [78], fiir das auch die 5-ALA/PDT einen zunehmend an Bedeutung

gewinnenden Therapieansatz darstellt.
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Abb. 3: Him-Biosyntheseweg und die Rolle der 5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) in der Protoporphyrin IX (PPIX)
Synthese. Nach oraler Gabe wird 5-ALA von Zellen tber PEPT1 oder PEPT2 Transporter aufgenommen und im
Zytosol der Zelle in 4 Schritten zu Coproporphyrinogen Ill metabolisiert. Endogen kann 5-ALA durch die ALA-
Synthase im Mitochondrium gebildet werden. Coproporphyrinogen 1ll wird Gber den ABCB6 Transporter in den
Intermembranraum des Mitochondriums transportiert, wo in weiteren enzymatischen Schritten PPIX synthetisiert
wird. Angelehnt an Teng et al. [82].

5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) ist ein physiologisches Zwischenprodukt der Ham-
Biosynthese. Nach oraler Gabe von 5-ALA, welches die im GBM gestorte Blut-Hirn-
Schranke lGberwinden kann [83], kommt es liber die Peptidtransporter 1 oder 2 (PEPT1
oder PEPT2) zur Aufnahme in das Zytosol der Zellen [84]. Uber 4 enzymatische Schritte
wird 5-ALA zu Coproporphyrinogen Ill metabolisiert und (iber den Adenosine
Triphosphate Binding Cassette Subfamily B Member 6 (ABCB6)-Transporter in den
Intermembranraum der Mitochondrien transportiert [82, 85]. Dort wird es (ber
weitere metabolische Schritte zu PPIX umgesetzt, welches in der Mitochondrienmatrix
durch die Ferrochelatase zu Ham umgewandelt wird. Die genauen
Transportmechanismen Uber die Mitochondrienmembranen sind bisher nicht
vollstandig geklart [82, 86]. Ein moglicher Efflux von PPIX in den Extrazellularraum
erfolgt Uber den Adenosine Triphosphate Binding Cassette Subfamily G Member 2
(ABCG2) Transporter (Abb. 3) [82, 87-90].



In Zellen verschiedener Tumoren reichert sich nach Inkubation mit 5-ALA PPIX selektiv
an [91-93], wozu neben einer reduzierten Ferrochelataseaktivitat [94, 95] eine
veranderte Expression der ABCG2 und ABCB6 Transporter beitragen kann [86, 96].
Letztlich ist der Prozess im Ganzen jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart. PPIX ist ein
potenter Photosensibilisator, der bei Bestrahlung mit Licht in eine photochemische
Reaktion eingehen kann [97]. Bei Bestrahlung mit Licht nahe 400 oder 635 nm
Wellenldnge kommt es durch Absorption der Energie der Photonen zur Anregung des
PPIX von seinem Grundzustand zum energetisch angeregteren Singulett-Zustand [98].
Bei einer Bestrahlung mit Licht nahe 400 nm Wellenlange fihrt dies zu einer Emission
von Photonen und der Rickkehr von PPIX in den Grundzustand [98], was
photodiagnostisch ausnutzt werden kann. Bei einer Wellenlange um 635 nm fihrt die
Bestrahlung nicht nur zu einer Anregung des PPIX zum hoher energetischen Singulett-
Zustand, sondern auch zu einem Ubergang vom Singulett- in den Triplett-Zustand. Bei
intrazellular vorliegendem, niedrig energetischem Sauerstoff entstehen durch den
Transfer von Protonen oder Elektronen vom angeregten PPIX zum Sauerstoff reaktive
Sauerstoffspezies (Typ | Reaktion) oder durch einen direkten Energietransfer Singulett-
Sauerstoff (Typ Il Reaktion) [98, 99]. Diese sehr kurzlebigen Verbindungen [100]
oxidieren in ihrer Umgebung befindliche DNA [101], Proteine [102] und Lipide [103,
104]. Dies fuhrt Uber verschiedene Wege zu hauptsachlich apoptotischem Zelltod
[105]. Die direkte Schadigung des B-cell lymphoma 2 (bcl-2) Proteins und die
Peroxidation von Cardiolipin in der Mitochondrienmembran [106-109] bewirken eine
Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom C, Apoptosis-Inducing Factor (AlIF) und
anderen proapoptotischen Molekiilen [105, 110, 111]. Neben diesem mitochondrialen
Weg der Apoptoseinitiierung kann Stress des endoplasmatischen Retikulums oder die
Freisetzung lysosomaler Enzyme nach photochemischer Schadigung ebenfalls
Apoptose initiieren [105, 112]. In Abhdngigkeit vom Ausmal der oxidativen Schadigung
und der intrazelluldren Lokalisation des PPIX kann zudem ein nekrotischer Zelltod oder

Autophagie resultieren [105].
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1.6 Klinische Anwendung der 5-Aminolavulinsdure basierten

Photodynamischen Therapie

Die Emission von Photonen nach Anregung mit Licht einer Wellenlange um 400 nm
wird bereits photodiagnostisch beim GBM im Rahmen einer fluoreszenzgefihrten
Resektion genutzt. Die orale Gabe von 5-ALA unmittelbar vor der Tumorresektion fihrt
zu einer selektiven Akkumulation von PPIX im GBM Gewebe. Wird dieses intraoperativ
mit Licht der Wellenldange von 400 nm bestrahlt, fluoresziert hierdurch der Tumor, was
eine verbesserte Diskrimination zwischen PPIX anreicherndem Tumorgewebe und dem
umgebenden, gesunden nicht PPIX anreicherndem Gewebe erlaubt. Dadurch ist eine
eindeutige intraoperative ldentifizierung des Tumors moglich. Folglich nimmt die
Effektivitat der operativen Resektion des GBM zu, was zu einer Verbesserung der 6-

monatigen progressionsfreien Uberlebensrate der Patienten fiihrt [113, 114].

Im Gegensatz hierzu zielt die bei der Photodynamischen Therapie durchgefiihrte
Bestrahlung mit Licht einer Wellenldange von 635 nm darauf ab, die Tumorzellen
selektiv abzutoten. Mehrere Studien konnten bereits eine Verbesserung des
Gesamtiiberlebens und des progressionsfreien Uberlebens durch eine 5-ALA und
Photofrin basierte fluoreszensgefiihrte Resektion und Photodynamische Therapie bei
neu diagnostiziertem GBM und Rezidiv des GBM nachweisen, wenn diese zusatzlich
zur Standardtherapie erfolgten [36, 115, 116]. Auch bei nicht operablen Rezidiven des
GBM zeigen einzelne Fallstudien eine lang anhaltende Wirksamkeit einer interstitiellen
5-ALA/PDT [35, 117]. Fir eine abschlieBende Beurteilung der Wirksamkeit dieser

Therapie sind die Fallzahlen jedoch noch zu gering.

Neben der direkten Schadigung der Tumorzellen hat die PDT auch einen Einfluss auf
das GefaR- und Immunsystem [118, 119]. Fir den Einsatz verschiedener
Photosensibilisatoren wurde eine Erhohung der VEGF Expression nach PDT bei
verschiedenen Tumoren beobachtet [120-122], darunter auch in einem Rattenmodell
mit intrakraniellem GBM Xenograft, in dem Photofrin als Photosensibilisator
verwendet wurde [123]. Zudem wurde fiir die Photofrin basierter PDT die Induktion
von GefalRneubildungen im Rattengehirn beschrieben [124]. Solche Effekte sind

kritisch zu bewerten, da VEGF von herausragender Bedeutung fiir die GefaBneubildung
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in Tumoren ist [125]. In Verbindung mit einer 5-ALA/PDT konnte eine Anderung der

VEGF Expression bisher nicht nachgewiesen werden [126].

Die Photodynamische Therapie besitzt nur eine geringe Eindringtiefe von wenigen mm.
Deshalb ist es fir ihre Wirksamkeit vermutlich entscheidend, dass es neben der
direkten Phototoxizitdt auch eine immunologische Komponente gibt, die zu ihrer
Wirksamkeit beitragt [35, 119, 127]. Fur die 5-ALA/PDT von GBM Zellen in vitro wurde
berichtet, dass sie zu einer Aktivierung Dendritischer Zellen fiihrt, d.h. den initialen

Schritt einer adaptiven Immunantwort einleitet [128].

Die Effekte der Photodynamischen Therapie in verschieden Tumoren sind gut
untersucht. Jedoch sind die Wirkungen auf Subpopulationen der Tumoren,
insbesondere auf Tumorstammzellen, zu groBen Teilen unbekannt. In einer Arbeit von
Barth et al. zeigten sich Leukdmiestammzellen sensitiv auf eine Indocyanine Green
basierte PDT [129]. Fiir Tumorstammzellen von Kopf- und Halstumoren konnte durch
eine 5-ALA/PDT eine Reduktion der Invasivitat nachgewiesen werden [130]. Fir das
GBM liegen bisher keine Ergebnisse zur Sensitivitdt und Effektivitat einer PDT an GSC

vor.
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2 Ziele der Arbeit

Die vollstandige Resektion des Glioblastoma multiforme ohne verbleibende Zellen im
Tumorbett ist aufgrund des stark infiltrativen Wachstums und der nur eingeschrankten
Moglichkeit eines radikalen operativen Vorgehens nicht moglich [24]. Bei einem Teil
der im umgebenden Hirngewebe verbleibenden Tumorzellen handelt es sich um
Tumorstammezellen. Diese werden als Ursache des in nahezu allen Fallen auftretenden
Rezidivs und der damit verbundenen schlechten Prognose des Glioblastoma
multiforme angefiihrt [65, 69]. Die 5-Aminolavulinsdure basierte Photodynamische
Therapie stellt eine vielversprechende Therapieoption des Glioblastoma multiforme
dar [26, 35, 117]. In ,,Human glioblastoma stem-like cells accumulate protoporphyrin IX
when subjected to exogenous 5-aminolaevulinic acid, rendering them sensitive to
photodynamic treatment” [131] wurde untersucht, ob isolierte und als Neurospharen
propagierte Glioblastoma Stem-Like Cells nach Inkubation mit 5-Aminolavulinsdure
Protoporphyrin IX anreichern, ob die Anreicherung zeit- und dosisabhangig ist und in
wie weit sie die Sensitivitat der Glioblastoma Stem-Like Cells fiir eine anschlieRende
Photodynamische Therapie vermittelt. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass die
Auswirkungen einer 5-Aminoldvulinsdure basierten Photodynamischen Therapie auf
Glioblastoma Stem-Like Cells bisher unbekannt waren, aber mit entscheidend dafir

sind, ob dieser Therapieansatz eine langanhaltende Wirksamkeit besitzt.
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1. Introduction survival of 14.6 months. Relapse is universal, and after relapse, median

survival is 6.2 months [3,4]. Thus, despite this multimodal therapy the

Glioblastoma (GBM) has been classified by the WHO as grade IV gli-
oma of astrocytic linage [1]. It is the most frequent and aggressive malig-
nant primary brain tumor [2]. The current therapeutic standard
combining maximal cytoreductive surgery with fractionated radiother-
apy and alkylating temozolomide chemotherapy results in a median
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overall prognosis is poor, and there is an urgent need for novel treat-
ment options in GBM.

Promising novel therapeutic approaches in GBM are 5-
aminolaevulinic acid (5-ALA)-based intraoperative photodiagnosis
and photodynamic therapy (PDT) [5-8]. In GBM cells, like in several
other tumors, exogenous supplementation with 5-ALA, a precursor of
the heme biosynthesis pathway, results in protoporphyrin IX (PPIX) ac-
cumulation, partially due to low ferrochelatase activity [9,10]. Accumu-
lation of PPIX allows intraoperative identification of the tumor when
exposed to light near 400 nm wavelength during fluorescence-guided
surgery [8]. Thereby, the extent of resection can safely be increased, pro-
viding a survival benefit for the patients [8]. When exposed to light of
635 nm wavelength, however, PPIX acts as a potent photosensitizer
for PDT [6,11]. Excitation of PPIX initiates a photochemical reaction
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generating highly reactive oxygen species, particularly singlet oxygen,
leading to cell death mainly by apoptosis [12]. Besides this well
established direct phototoxicity, there is also an immunological compo-
nent to the anti-tumoral effect of PDT [13,14]. For glioblastoma cells it
has been shown that 5-ALA/PDT not only directly Kills the tumor cells,
but also initiates the afferent phase of adaptive immune responses lead-
ing to attraction and activation of dendritic cells [15]. Early clinical re-
ports suggest that 5-ALA/PDT is feasible, safe and potentially effective
in treating GBM [5,7]. Moreover, a randomized phase Il study on 27
newly diagnosed GBM patients compared treatment with 5-ALA- and
Photofrin-mediated fluorescence-guided surgery and PDT, followed by
radiotherapy to treatment of patients with standard resection and ra-
diotherapy only. The authors reported a beneficial effect of the experi-
mental treatment, with mean survival (52.8 4 26 weeks vs. 24.2 +
11.5 weeks) and time to recurrence (8.6 £ 4.5 months vs. 4.8 +
1.4 months) being significantly increased. [16]. Thus, 5-ALA/PDT repre-
sents a promising option in multimodal treatment of GBM.

According to the cancer stem cell (CSC) hypothesis, a small subset of
cells within the tumor with stem cell-like characteristics has the ability
to self-renew and maintain tumor growth [17]. Efficacy of cancer treat-
ment may, therefore, depend on the sensitivity of CSC to the therapy
[18]. Cells with CSC-like characteristics have been isolated from GBM
samples [19,20]. They are referred to as glioblastoma stem-like cells
(GSC) and can be grown in serum-free medium supplemented with epi-
dermal growth factor (EGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) as
anchorage-independent neurospheres allowing to maintain the cells
with CSC-like characteristics in vitro [21,22]. Since these cells show re-
sistance to temozolomide [23], due to different mechanisms [24,25],
they may escape standard treatment of GBM and be the driving force
for disease recurrence [26,27].

In order to further evaluate the therapeutic potential of 5-ALA/PDT
in GBM, particularly its so far unknown effects on GSC, we have there-
fore investigated whether GSC, grown as neurospheres, accumulate
PPIX when subjected to exogenous 5-ALA and whether the cells are sen-
sitive to 5-ALA/PDT-induced phototoxicity.

2. Material and Methods
2.1. GBM Cells

The human GSC-lines GS3 and GS5 have been isolated from primary
glioblastoma samples and characterized by Giinther et al. [28]. They
show high CD133 expression, grow as neurospheres and are tumorigen-
ic with highly invasive growth upon orthotopic implantation.

BT273, BT275 and BT379 GSC have been obtained from GBM speci-
mens and cultured as neurospheres [20,29]. BT273 and BT275 have
been classified as classical and BT379 as of mesenchymal subtype [29]
according to genetic profiling established by Verhaak et al. [30].

All GSC were grown as neurospheres in a humidified atmosphere at
5% CO, and 37 °C in phenol red-free neurobasal-A medium (GIBCO/
Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Germany) supplemented with
2 mM L-glutamine, 50 pg/ml gentamicin (all from Lonza, Verviers, Bel-
gium), 32 [U/ml heparin (Ratiopharm, Ulm, Germany), 20 ul/ml B27
supplement (Gibco), 20 ng/ml EGF and 20 ng/ml FGF-2 (all from
PeproTech, Hamburg, Germany) in tissue culture flasks (Greiner
BioOne, Frickenhausen, Germany) according to a modified protocol
adapted from Giinther et al. [28]. Growth factors and heparin were
renewed twice weekly. Neurosphere cultures were split 1:2 by manual
dissociation when about 50% of spheres reached a diameter of 250-
400 um. The use of GSC in this study has been approved by the local
ethics committee (study number 4517).

U373 GBM cells were cultured at 37 °C and 5% CO, as monolayers in
phenol red-free DMEM (GIBCO) supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany), 50 pg/ml gentami-
cin and 2 mM -glutamine in tissue culture flasks. Cells were harvested

with trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Colbe, Germany) when 80% con-
fluence was reached.

2.2. Flow Cytometric Detection of Protoporphyrin IX Accumulation in GSC
and U373 Cells

GS3, GS5, BT273, BT275 and BT379 GSC (obtained from
neurospheres by mechanical dissociation) and U373 GBM cells that
served as positive control were resuspended at 1 x 10° cells/ml in sup-
plemented neurobasal-A medium and DMEM, respectively. They were
incubated with 2, 4, 8, 12.5 or 25 pg/ml 5-ALA (dissolved in water;
Merck, Darmstadt, Germany) for 2, 4 or 6 h. After washing with phos-
phate buffered saline (Lonza), accumulation of PPIX was detected at
LP 670/50 nm by flow cytometry on a CyAn flow cytometer
(Beckmann-Coulter, Krefeld, Germany) using an excitation wavelength
of 405 nm. Samples incubated in the absence of 5-ALA served as nega-
tive controls.

2.3. 5-ALA/PDT Treatment of GSC Neurospheres and U373 Cells and Assess-
ment of Viability

GS3, GS5, BT273, BT275 and BT379 GSC (5 x 10% cells/well), harvest-
ed by mechanical dissociation of neurospheres, were plated in 100 pl/
well supplemented neurobasal-A medium in 96-well flat bottom plates
(Greiner BioOne) and cultured for 3-4 days, allowing formation of new
neurospheres. U373 cells served as positive controls. They (1.5 x 10*
cells/well) were plated in 100 ul/well in supplemented DMEM and cul-
tured for 36 h.

GSC neurospheres and U373 cells were incubated with graded doses
of 5-ALA (0-25 pg/ml) for 4 h before being exposed to laser light with an
energy of 30 mW/cm? for 625 s using a Ceralas 635-nm PDT diode laser
(Biolitec, Jena, Germany) with a defined distance of 9.3 cm between the
diffusion lens and the 96-well plate as described [15,31]. After 24 h of
additional culture, viability was assessed using the WST-1 kit (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany) according to the instructions
of the manufacturer. LDsg was determined using linear regression anal-
ysis. Untreated cells, cells treated with 5-ALA only and cells exposed to
laser light only served as negative controls.

24. Statistical Analysis

Unless stated otherwise, data are presented as mean 4+ standard
error of the mean (SEM) for n > 3. All data analysis, except correlation
analysis, was performed using GraphPad Prism software version 5.01
(GraphPad, San Diego, CA, USA). Correlation analysis was performed
using SPSS Statistics 23 (IBM Corporation, Somers, USA). Statistical
tests were considered significant at p < 0.05. For comparison of data,
one-way ANOVA, Bonferroni's post-hoc multiple comparison test and
the Student's t-test were used.

3. Results

3.1. Time- and Dose-Dependent Accumulation of Protoporphyrin IX in Glio-
blastoma Stem-like Cells

To determine accumulation of PPIX in the GS3, GS5, BT273, BT2775
and BT379 glioblastoma stem-like cells after exogenous supplementa-
tion with 5-ALA, neurospheres were dissociated, cells incubated with
graded doses of 5-ALA for 2, 4 and 6 h, and PPIX fluorescence was ana-
lyzed by flow cytometry. U373 glioblastoma cells served as positive con-
trol. Fig. 1 shows representative results of flow cytometry. PPIX mean
fluorescence intensity (MFI) of all experiments (n > 3) is summarized
in Fig. 2.

All GSC time- and dose-dependently accumulated PPIX (ANOVA
p £0.01). When PPIX accumulation was compared between the differ-
ent cells (Fig. 3), it was significantly higher for GS5 (90.1 4 9.8, n = 3;
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Fig. 1. Detection of protoporphyrin IX accumulation in glioblastoma stem-like cells. GSC neurospheres were dissociated, incubated with 25 pg/ml 5-ALA for 2,4 or 6 h and PPIX fluorescence
(LP 670/50 nm) was determined by flow cytometry using an excitation wavelength of 405 nm (grey histograms). Untreated cells (black histograms) served as negative controls, U373 cells
as positive control. Analysis was electronically limited to vital cells as determined by forward scatter vs. side scatter characteristics.
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independent experiments.

p = 0.012)) and significantly lower for GS3 (44 + 0.3, n =3;p =
0.010) and BT273 (16.5 + 0.7, n = 4; p = 0.021) GSC compared to
U373 glioblastoma cells (44.0 4 4.0, n = 3). There was no difference
for BT275 and BT379 GSC.
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Fig. 3. Accumulation of protoporphyrin IX in glioblastoma stem-like cells versus U373
glioblastoma cells. GSC und U373 cells were incubated with 25 pg/ml 5-ALA for 4 h, and
PPIX mean fluorescence intensity was determined by flow cytometry. Statistical
significance (Student's t-test) compared to U373 cells is indicated; *, p < 0.05.

3.2. Sensitivity of Glioblastoma Stem-like Cell Lines to 5-ALA/PDT

To assess the effect of 5-ALA/PDT treatment on GSC, neurospheres
were incubated with graded doses of 5-ALA for 4 h, exposed to laser
light and after 24 h of additional cell culture, viability of cells was deter-
mined. Untreated cells or cells treated with 5-ALA or laser light only
served as negative controls, U373 as positive control.

Treatment with 5-ALA or PDT alone had no significant effect on
cell viability. However, 5-ALA/PDT was phototoxic for all cell popula-
tions. It resulted in a significant (ANOVA, p < 0.0001) and substantial
5-ALA-dose-dependent reduction of cell viability (Fig. 4). Sensitivity
to 5-ALA/PDT differed between the individual cell populations. Esti-
mated LDsq values were 24.1 & 1.9, 20.8 £ 0.3 and 20.4 4 1.3 pg/ml
5-ALA for U373, GS3 and BT273 cells, respectively, whereas GS5
(4.0 + 0.4 pg/ml; p = 0.0095), BT275 (8.3 £ 0.2 pg/ml; p =
0.0148) and BT379 (10.1 + 0.4 pg/ml; p = 0.0191) revealed signifi-
cantly higher sensitivity to 5-ALA/PDT. There was a significant nega-
tive correlation between PPIX MFI and LDsq values for GSC (Kendall's
tau = —0.705, p <0.01, n = 18), best described in a curve fitting
model with an exponential regression (r? = 0.861, sum of squares =
117.8) (Fig. 5).
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Fig. 4. Phototoxic effect of 5-ALA/PDT on glioblastoma stem-like cells. GSC were incubated with graded doses (0-25 pg/ml) of 5-ALA for 4 h and exposed to laser light of 635 nm
wavelength. Cells untreated (black bars) or exposed to 5-ALA or laser light alone (grey bars) served as negative controls, U373 cells served as positive control. After 24 h of additional
culture, viability of cells was determined with the WST-1 assay. Viability normalized to untreated cells (=100%) is presented as mean + SEM of at least 3 independent experiments.
Statistically significant differences (Bonferroni's multiple comparison test) compared to untreated controls is indicated; *** p < 0.0001.

4. Discussion

Several groups have demonstrated the presence of cancer stem cells
in glioblastoma [19,20,22,32,33]. These glioblastoma stem-like cells are
defined by their capacity to self-renew, the potential to differentiate
into cells with neuronal, astrocytic or oligodendroglial phenotypes and
most importantly, the ability to initiate brain tumor growth [22,26].
Moreover, they may contribute to the formation of blood vessels by pro-
moting angiogenesis, ensuring blood supply to the tumor [34-36]. Thus,
therapeutic targeting of GSC appears to be of clinical importance, partic-
ularly, because surviving GSC may also be responsible for disease recur-
rence [26]. However, there are several studies indicating that GSC are

resistant to radio- and chemotherapy [23,24,37-40], and Auffinger
and colleagues have recently shown that treatment with temozolomide
even enriches GSC in GBM cell cultures [27], suggesting that GSC may
escape the current standard therapy of GBM consisting of resection,
radio- and alkylating temozolomide chemotherapy [3].

The accumulation of PPIX in GBM cells after application of 5-ALA is
well established and allows intraoperative identification of the tumor
when illuminated with light of 400 nm wavelength [8]. When exposed
to light of 635 nm wavelength, however, PPIX acts as a potent photosen-
sitizer for PDT [6,11]. A small-scale phase III study combining 5-ALA-
and Photofrin-mediated fluorescence-guided resection and PDT prior
to radiotherapy, reported a clear benefit in survival and time to
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Fig. 5. Negative correlation of 5-ALA LD50 and PPIX accumulation in glioblastoma stem-
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recurrence compared to patients receiving standard resection and ra-
diotherapy only [16].

Efficacy of fluorescence-guided resection as well as 5-ALA/PDT rely
on the selective accumulation of PPIX in the tumor cells after application
of 5-ALA [41]. Although it is well established that glioblastoma cells ac-
cumulate PPIX and are sensitive to PDT induced phototoxicity [31,42],
neither accumulation of PPIX nor sensitivity to PDT has been established
for glioblastoma stem-like cells so far.

GSC with a neural stem cell-like expression signature can be grown
from tumor tissue and be maintained in neurosphere cultures [20,29,
43], which therefore represent an established in vitro model for
human GSC. When GSC established from five distinct patients [28,29]
were subjected to exogenous 5-ALA, a dose- and time-dependent accu-
mulation of PPIX was observed. The five GSC preparations differed in
PPIX accumulation. It was significantly higher in GS5 and significantly
lower in GS3 and BT273 GSC, whereas BT275 and BT379 revealed no dif-
ference in PPIX accumulation compared to U373 GBM cells.

For various tumor types, including GBM, reduced ferrochelatase ac-
tivity [10,44] and particularly low adenosine triphosphate (ATP)-bind-
ing cassette (ABC) transporter ABCG2 activity [44-46] have been
reporter to result in PPIX accumulation after 5-ALA application. Interest-
ingly, ABCG2 is frequently expressed in cancer stem cells, including GSC
[47], and may be part of their multidrug resistance. Moreover, it may
also be involved in GSC-stemness, since in embryonic stem cells it has
been reported to contribute to the maintenance of self-renewal [48].
However, whether the variability of PPIX accumulation in GSC is due
to individual differences in 5-ALA metabolization to PPIX or the efflux
of PPIX requires further investigation.

Excitation of PPIX initiates a photochemical reaction generating
highly reactive oxygen species, particularly singlet oxygen, leading to
mainly apoptotic cell death [12]. Having established PPIX accumulation
in GSC for the first time, we next asked, whether this accumulation
would render the GSC sensitive to PDT induced phototoxicity. When
GSC were subjected to 5-ALA/PDT, a 5-ALA-dose-dependent reduction
in WST-1 activity, indicating a reduction in viability was observed.
Thus, GSC do not only accumulate PPIX, but are also sensitive to the 5-
ALA/PDT-induced phototoxicity. Sensitivity of the cells based on 5-ALA
LDs values differed. GS3 and BT273 GSC showed a sensitivity compara-
ble to U373 GBM cells, whereas sensitivity of GS5, BT275 and BT379 GSC
was significantly higher. For GSC the sensitivity to 5-ALA/PDT induced
phototoxicity followed a negative exponential regression model sug-
gesting that sensitivity mainly depends on the level of PPIX accumula-
tion, i.e. 5-ALA metabolization to PPIX and the efflux of PPIX.

However, additional factors such as differences in the resistance to reac-
tive oxygen species, localization of the photosensitizer within the cells
as well as differences in availability of intracellular oxygen [13] between
the GSC tested here may influence sensitivity to 5-ALA/PDT as well. Due
to variation in PPIX accumulation and the sensitivity to ALA/PDT, there
is also variation of the fraction of cells surviving treatment. Therefore,
it will be important to determine, whether inhibition of ferrochelatase,
e.g. by nitric oxide donors or specific inhibitor [45], or ABCG2 activity,
e.g. by verapamil [45] or genistein [49], will increase efficacy of ALA/
PDT of GSC.

Although we could demonstrate the direct phototoxicity of 5-ALA/
PDT for GSC, it remains an open question whether the 5-ALA/PDT in-
duced cell death of GSC will initiate an anti-GSC immune response as
it has been suggested for GBM [15,50] and which may be required to
kill residual tumor cells as well as GSC. The importance of such anti-
GSC responses has been documented by Pellegatta et al., who could
show that using neurosphere-derived GSC as a source of tumor antigens
improves efficacy of dendritic cell-based immunotherapy in a glioma
mouse model [51]. Likewise, it has been reported that PPIX acts as a
radiosensitizer in gliomas [52] and that 5-ALA/PDT reduces
chemoresistance in head and neck tumors [53]. Whether accumulation
of PPIX in GSC and their sensitivity to 5-ALA/PDT will affect their radio-
and chemosensitivity remains to be determined. Moreover, it will also
be important to study whether 5-ALA/PDT affects the migratory and in-
vasive behavior of GSC, an effect, which has been reported for 5-ALA/
PDT for various glioblastoma cell lines [31].

There are also limitations to this study. Although culturing GSC as
neurospheres is a widely accepted method, the typical stem cell niche,
formed by various non-tumor cells in vivo is missing in this model. In
such hypoxic niches, however, oxygen concentrations are low [54],
which could be detrimental for the effect of 5-ALA/PDT on GSC in vivo
[55]. Thus, further studies are required to confirm the effect of 5-ALA/
PDT on GSC in vivo.

In summary, this is the first report showing accumulation of PPIX in
glioblastoma stem-like cells after exogenous supplementation with 5-
ALA and sensitivity of GSC to 5-ALA/PDT induced phototoxicity. Thus,
5-ALA/PDT besides its effect on the bulk of tumor may also reduce the
risk of GSC-driven disease recurrence and therefore represents a prom-
ising therapeutic approach in glioblastoma.
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4 Diskussion

4.1 Tumorstammazellen des Glioblastoma multiforme — ein Problem in der

Therapie?

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten Tumorstammzellen in Praparaten des GBM
identifizieren [42, 46, 47, 60, 132, 133]. Neuronale Tumorstammzellen sind definiert
durch ihr Potential, sich selbst zu erneuern, und sie besitzen die Fahigkeit, sich zu
Zellen neuronalen, astrozytischen und oligodendroglialen Phanotyps zu differenzieren.
Das Schlisselmerkmal ist jedoch ihre Fahigkeit nach orthotoper Implantation neue

Tumoren zu bilden [44].

Trotz ihrer Bedeutung fiir die Entstehung und den Erhalt von Tumoren, machen
Tumorstammzellen nur einen kleinen Teil der Zellen im Tumor aus. Eine etablierte
Methode der Gewinnung von GCS ist ihre Anreicherung aus Primartumoren durch
serumfreie Kultivierung in der Gegenwart der Wachstumsfaktoren EGF und bFGF als
Neurospharen [42, 47, 60]. In solchen Kulturen kénnen die Tumorstammzellen als
Linien langerfristig erhalten werden [59], ohne dass sie ihre Stammzelleigenschaften
verlieren [59]. Dies zeigten zahlreiche Arbeiten basierend auf Protokollen von Gritti et
al. fir Tumorpraparate von GBM Patienten [132-135]. Die in ,,Human glioblastoma
stem-like cells accumulate protoporphyrin IX when subjected to exogenous 5-

aminolaevulinic acid, rendering them sensitive to photodynamic treatment

untersuchten GSC-Linien wurden auf diese Weise generiert [131].

Das in fast allen Fallen vorkommende Rezidiv, das mit einer sehr schlechten Prognose
fir die Patienten verbunden ist, wird den im Tumorbett verbleibenden
Tumorstammzellen zugeschrieben [69], da sie das Wachstum des Tumors sowohl
initiieren als auch erhalten kdnnen. Dariiber hinaus kdnnen sie durch die Sekretion von
Wachstumsfaktoren die Angiogenese stimulieren, was durch die Bildung neuer
BlutgefaBe die Versorgung des Tumors verbessert [52, 136, 137]. Durch diese
Eigenschaften der Tumorstammzellen wird die Notwendigkeit einer auf GSC
ausgerichteten Therapie deutlich [26, 60]. Das Ansprechen der GSC auf die
gegenwartigen Therapien wie Radio- und Chemotherapie ist aufgrund von Resistenzen

jedoch begrenzt [61, 62, 65-67, 138]. Darliber hinaus konnte nach Behandlung eine
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Zunahme an GSC nachgewiesen werden, die zumindest teilweise auf der Konversion
von nicht-GSC zu GSC beruht [70], weshalb es fiir die Wirksamkeit der Therapie auch

wichtig ist, nicht-GSC abzutoten.

Interessanterweise konnte fiir Kopf- und Halstumoren gezeigt werden, dass durch die
5-ALA/PDT die Resistenz von Tumorstammzellen gegeniiber Chemotherapeutika
reduziert werden kann und die Expression von Genen, die charakteristisch fir
Stammzellen dieser Tumoren sind, deutlich vermindert wird [130]. Es ist noch unklar
worauf dieser Mechanismus genau zuriickzufihren ist. Moglicherweise handelt es sich
um einen fiir diese Subpopulation spezifischen Effekt. Auch die Verstarkung der
zytotoxischen Wirkung der Strahlentherapie nach 5-ALA/PDT [139], macht deutlich,
dass fiir eine effektive Therapie die Kombination aus Standardradio-/Chemotherapie

und 5-ALA/PDT sinnvoll zu sein scheint.

4.2 Protoporphyrin IX Akkumulation in Glioblastoma Stem-Like Cells nach

Inkubation mit 5-Aminolavulinsaure

Die Wirksamkeit der 5-ALA/PDT beruht auf der selektiven Anreicherung von PPIX nach
Applikation von 5-ALA in den Tumorzellen. Trotz der ausflihrlich beschriebenen
Aufnahme von 5-ALA und der Akkumulation von PPIX in Zellen des GBM [140, 141],
kann hieraus nicht abgeleitet werden, dass dies fir die gesamte Zellpopulation des
GBM, speziell auch fiir GSC, gilt. Ein Beispiel hierfiir ist die von Kushibiki et al.
beschriebene  Heterogenitdt der Zelllinie KYSE70. Diese Zelllinie des
Osophaguskarzinoms zeigt in vitro verschiedene morphologische Subtypen, obwohl die
Zelllinie klonalen Ursprungs ist. Diese Subtypen zeigen sich verschieden sensitiv auf
eine Talaporfin basierte PDT und prasentieren unterschiedliche VEGF
Expressionsmuster nach erfolgter PDT [142]. Zur effektiven klinischen Verwendung der
5-ALA/PDT zur Behandlung des GBM ist ein Ansprechen der gesamten
Tumorpopulation, GSC und nicht-GSC essentiell, da das Auftreten von Rezidiven den
im Tumorbett verbleibenden Tumorstammzellen zugeschrieben wird [26]. Deshalb
wurden verschiedene GSC-Linien untersucht und eine etablierte Glioblastomzelllinie

als Modell fir nicht-GSC eingesetzt.
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Alle GSC-Linien zeigten nach Inkubation mit 5-ALA eine dosis- und zeitabhdngige
Akkumulation von PPIX. Nach 4-6 Stunden zeigte sich eine maximale Anreicherung.
Diese unterschied sich signifikant zwischen den fiinf untersuchten GSC-Linien. Die
Akkumulation in GS5 war signifikant hoher, in BT275 und BT379 ohne signifikanten
Unterschied und in GS3 und BT273 signifikant niedrigerer im Vergleich zu der
etablierten GBM-Zelllinie U373. Hiermit konnte gezeigt werden, dass GSC wie nicht-
GSC PPIX anreichern. Weshalb sich die Anreicherung zwischen den einzelnen GSC-

Linien unterscheidet, ist hingegen unklar.

Die selektive Anreicherung von PPIX in Tumorzellen wird vornehmlich einer
verminderten Ferrochelataseaktivitat zugeschrieben, die die Chelatierung von PPIX zu
Ham katalysiert [95, 143]. Des Weiteren fiihrt eine reduzierte Aktivitdt oder
verminderte Expression des ABCG2 Transporters zu einer vermehrten PPIX
Anreicherung nach 5-ALA Applikation [131, 144-146]. ABCG2 wird haufig von
Tumorstammzellen exprimiert, unter anderem auch in GSC [147]. Es ist Teil des
Mechanismus, der fir die multidrug resistance verantwortlich ist. In embryonalen
Stammazellen ist ABCG2 bedeutsam fir den Erhalt der Stammzelleigenschaften [148]
und konnte diese Eigenschaft auch in GSC haben. In wie weit unterschiedliche
Enzymaktivitaten oder der Efflux von PPIX fir die unterschiedliche Akkumulation von
PPIX verantwortlich sind, ist Gegenstand laufender Untersuchungen. Interessant ist,
dass sich die Fluoreszenz der PPIX Anreicherungen zwar deutlich von den
unbehandelten Kontrollen unterscheidet, sich jedoch in allen GSC-Linien und zu allen
Zeitpunkten eine Uberlappung der Fluoreszenz mit der Kontrolle zeigt [131]. Ob es sich
hierbei um eine verschobene Normalverteilung oder um das Vorliegen einer ABCG2
positiven Side Population [90] handelt, bleibt unklar. Gegen diese Annahme hingegen
spricht, dass diese mit zunehmender Inkubationsdauer in allen GSC-Linien abnimmt.
Beim Vorliegen einer Side Population [90] ware zu erwarten, dass sich ein Teil der
Zellen mit konstant niedriger PPIX Fluoreszenz darstellt und keine normalverteilte
Population. Eine zusatzliche Farbung der GSC mit Hoechst 33342, einem DNA
bindendem Fluoreszenzfarbstoff, welcher ABCG2 positive Zellen nicht anfarbt [90,
149], konnte diese Side Population ggf. darstellen und die Frage kldren. Zhao et al.

beschrieben, dass eine verstarkte Expression von ABCB6 [85], das als mafigeblich fiir
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den Transport von Coproporphyrinogen Il in den Intermembranraum des
Mitochondriums angesehen wird [82], zu einer vermehrten Anreicherung von PPIX
nach 5-ALA Inkubation fiihrt und die Effektivitat einer PDT verbessert [86]. Welchen
Stellenwert die ABCG2 und ABCB6 Expression bei der PPIX Anreicherung in GSC haben

bleibt abzuklaren.

4.3 Glioblastoma Stem-Like Cells sind sensitive fiir eine

5-Aminolavulinsaure basierte Photodynamische Therapie

Nachdem in ,,Human glioblastoma stem-like cells accumulate protoporphyrin IX when
subjected to exogenous 5-aminolaevulinic acid, rendering them sensitive to
photodynamic treatment” zum ersten Mal gezeigt wurde, dass GSC PPIX anreichern,
bezieht sich die zweite Frage darauf, ob eine PPIX Anreicherung in GSC diese fiir eine

anschlieBende PDT sensitiv macht.

Die Anregung von PPIX mit Licht nahe 635 nm Wellenldange |6st eine photochemische
Reaktion aus, die zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies fiihrt [98]. Diese
Sauerstoffspezies, hauptsachlich Singulett-Sauerstoff, bewirken mitochondriale
Schaden, die zu hauptsachlich apoptotischem Zelltod fiihren [97]. Nachdem die finf
GSC-Linien nach 4-stiindiger Inkubation mit 5-ALA einer PDT unterzogen wurden,
zeigte sich in allen GSC-Linien eine 5-ALA dosisabhanige Verminderung der Umsetzung
des wasserloslichen Tetrazoliumsalzes WST-1 zu Formazan, ein Indikator fir die
Verminderung der Vitalitdt der Zellen [150]. Hiermit konnte gezeigt werden, dass GSC
nicht nur PPIX nach Inkubation mit 5-ALA anreichern, sondern hierdurch auch sensitiv

fiir eine PDT werden und durch diese abgetdtet werden.

Die Sensitivitat fur die 5-ALA/PDT unterschied sich zwischen den GSC, gemessen an der
mittleren letalen Dosis (LDso). Hierbei zeigten GS3 und BT273 eine mit der GBM
Zelllinie U373 vergleichbare Sensitivitat, bei signifikant héherer Sensitivitdt der GSC-
Linien GS5, BT275 und BT379, wobei die Sensitivitat (LDso-Wert) eine negative
Korrelation mit der PPIX Akkumulation (mittlere Fluoreszenzintensitdt) zeigte. Die
Sensitivitdit der GSC fir eine PDT héangt daher hauptsachlich von der PPIX
Anreicherung, sprich der 5-ALA-Aufnahme, seiner Metabolisierung zu PPIX und dem

PPIX-Efflux ab. Unterschiede in der Resistenz gegeniiber oxidativem Stress, der

26



intrazelluldaren PPIX Lokalisation und der Verfiigbarkeit von intrazellularem Sauerstoff
konnen die Sensitivitdt von Zellen gegenliber einer PDT zwar beeinflussen [97, 119],
scheinen hier jedoch untergeordneter Bedeutung zu sein bzw. sich zwischen den
untersuchten Linien nicht zu unterscheiden. Ob die beobachteten Unterschiede in der
WST-1 Aktivitdt der GSC-Linien, sprich in der Frequenz (iberlebender Zellen, durch eine
Erhohung der 5-ALA Dosis ausgeglichen werden kénnen, d.h. ob auch die restlichen
Uberlebenden Zellen abgetotet werden kénnen, bleibt offen. Bei den (iberlebenden
Zellen konnte es sich um eine zuvor im Rahmen der PPIX Akkumulation diskutierte
ABCG2 positive Side Population handeln [90], die als Ursache einer PDT Resistenz
diskutiert wird [87]. Diese ware durch eine auf die PDT folgende durchfluss-

zytometrische Analyse oder immunhistochemische Farbung nachweisbar [90].

Ob die Frequenz der PPIX Anreicherung in GSC durch eine Inhibierung der
Ferrochelatase durch Stickstoffmonoxid oder spezifische Inhibitoren [146] oder
Modulierung der ABCG2 Aktivitat durch Verapamil [146], Genistein [151] oder den
Tyrosinkinase Inhibitor Imatinib [88] reduziert werden kann, bleibt abzuwarten. In wie
weit eine verstarkte Expression des ABCB6 Transporters [86] durch spezifische
Modulatoren erreicht werden kann und ob dies zu einer Verbesserung der PPIX
Anreicherung und PDT im GBM und speziell in GSC fihrt, ist Gegenstand der Forschung
[86, 87]. Ein weiterer Ansatzpunkt sind Enzyme, die eine Entgiftung der reaktiven
Sauerstoffspezies vermitteln. Eines dieser Enzyme ist die Superoxiddismutase (SOD),
welche die Disproportionierung von Superoxid-Anionen mit Protonen zu
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff katalysiert [152]. Zum Schutz der Zelle vor
oxidativem Stress kann die SOD vermehrt exprimiert werden - unter anderem auch
durch eine PDT [153, 154]. Fir eine Photofrin basierte PDT konnte eine Behandlung
mit dem SOD-Inhibitor 2-Methoxyestradiol die Wirksamkeit der PDT erhéhen. Ob die
Effektivitat einer 5-ALA/PDT von GSC durch eine zuséatzliche Behandlung mit einem

SOD-Inhibitor [154] verbessert werden kann, ist Gegenstand der Forschung.

Obwohl die untersuchten Zelllinien ein exzellentes in vitro Modell fir GSC darstellen
[60, 133, 155], bestehen wesentliche Unterschiede zwischen dem in vitro Modell und
der Situation in vivo. Solche Unterschiede sind unter anderem zu finden in der

Zusammensetzung des Mikromileus, dem Vorhandensein von Nahrstoffen, der
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extrazellularen Matrix, der Zytoarchitektur, dem Vorhandensein von Zytokinen und der
Verfligbarkeit von Sauerstoff, der von essentieller Bedeutung fiir die PDT ist [26, 156].
Zudem liefert die Messung der Vitalitat mittels WST-1 Assay keine qualitative Aussage
beziglich der Uberlebenden Zellpopulation und zeigt Grenzen in der Detektion kleiner
Zellpopulationen [157]. In wie weit (berlebende GSC ihren Stammazell-dhnlichen
Charakter beibehalten, differenzieren oder einen invasiveren Charakter zeigen [158],

bleibt unklar. Hierzu sind weitere Untersuchungen notwendig [158].

4.4 Ausblick und mogliche limitierende Aspekte einer Photodynamischen

Therapie

Fiir das GBM wurde eine hypoxisch-nekrotische Nische beschrieben [159], deren
Mikromileu fir den Erhalt der GSC mitverantwortlich sein soll [71, 160]. Ob GSC in
diesem Mikromileu sensitiv auf eine PDT reagieren, bleibt unklar. Von Matsumoto et
al. wurde vor kurzem an Magenkarzinomzelllinien unter hypoxischen Bedingungen
eine vermehrte Expression von ABCB6 in der Plasmamembran beschrieben, die zum
Efflux von Coproporphyrin lll fihrt [96]. In wie weit dies eine Konsequenz fiir den Level
der PPIX Anreicherung und die Effektivitat einer anschlieBenden PDT hat, wurde
hingegen nicht Uberprift [96]. Dies zeigt, dass unter hypoxischen Bedingungen
regulatorische Prozesse auf die Ham-Biosynthese einwirken, die bisher nur wenig
Verstanden sind. Eine moglicherweise verminderte PPIX Anreicherung in GSC unter
hypoxischen Bedingungen und eine geringere Menge an verfiigbarem Sauerstoff
konnten jedoch einen negativen Einfluss auf die Effektivitat der 5-ALA/PDT von GSC in

einem solchen Milieu haben. Dies bleibt weiterhin Gegenstand der Forschung.

Pellegatta und Kollegen konnten eine Uberlegene Wirksamkeit einer gegen GSC
gerichteten Immuntherapie mit Dendritischen Zellen in einem Glioblastoma
Mausmodell zeigen [161]. Trotz der Limitierung eines Tiermodelles, konnte dies ein
Hinweis auf das mogliche therapeutische Potential einer gegen GSC gerichteten
Therapie auch am Menschen sein, insbesondere da ein Zusammenhang zwischen PDT
und der Initiation einer anti-tumoralen Immunantwort existiert. Eine auf der
intrazelluldaren Anreicherung von Porphyrin basierende PDT induziert neben der

direkten Phototoxizitdt eine adaptive Immunantwort [140, 162-164]. Dariber hinaus
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konnte an einem Glioblastoma Mausmodell nachgewiesen werden, dass eine lokale
sowie systemische Immunantwort durch eine auf Hamatoporphyrin-Derivaten

basierenden PDT initiiert wird [162].

Auch fiir den Menschen liegen erste Ergebnisse vor, die dokumentieren, dass eine
Porphyrin basierte PDT wirkungsvoll eine Immunantwort durch Aktivierung
Dendritischer Zellen induziert [165]. Unter anderem konnten Etminan et al. zeigen,
dass die 5-ALA/PDT von GBM Zellen in einer Attraktion Dendritischer Zellen, einer
gesteigerten Antigenaufnahme sowie einer Aktivierung der Dendritischen Zellen
resultiert [128], d.h. die ersten Schritte fir die Entwicklung einer anti-tumoralen
Immunantwort initiiert. Die historische Annahme, dass es sich beim Gehirn um ein
immunpriviligiertes Organ handelt, ist mittlerweile Gberholt [166-168]. Inwiefern eine
Kombination aus gegen GSC gerichteten Immuntherapie und einer 5-ALA/PDT, die im
GBM ihrerseits eine adaptive Immunantwort initiiert [140, 162], gezielt
Tumorstammzellen des GBM abtdten kann und dadurch die Prognose der Erkrankung
verbessert, bleibt abzuwarten. Ob eine lokale Applikation von unreifen Dendritischen
Zellen nach erfolgter 5-ALA/PDT [169] beim Menschen das immunogene Potential

verstarken kénnte, bleibt bisher hypothetisch.

Ein weiterer interessanter Ansatz zur Therapieerweiterung der 5-ALA/PDT ist die
Kombination mit dem bereits in der Behandlung des GBM Rezidivs [170]eingesetzten
Angiogenesehemmstoffs Bevacizumab [170], der unter dem Handelsnamen Avastin
vertrieben wird [31]. Bevacizumab ist ein potenter VEGF-Rezeptor Antikorper, der in
die Therapieschemata vieler Tumoren mit aufgenommen wurde [171-173]. In der
Therapie des GBM zeigt Bevacizumab in der initialen Therapie in Kombination mit der
Standardtherapie keine Verbesserung des Uberlebens, bei Verbesserung des
progressionsfreien Uberlebens [174], in der Therapie des Rezidivs jedoch einen
Uberlebensvorteil [32, 170]. Zudem vermindert Bevacizumab das Auftreten eines

zerebralen Odems [57].

Die zu Beginn beschriebene vermehrte VEGF Expression von GSC [52, 53] und
verstarke Expression von VEGF nach PDT mit verschiedenen Photosensibilisatoren
[123, 124, 175] wirft die Frage auf, ob eine 5-ALA/PDT in GSC zu einer vermehrten

VEGF Expression fihren kann und ob durch eine Kombination mit Bevacizumab eine
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Verminderung der Angioneogenese erreicht werden kann. In einem C6 Ratten
Gliommodell konnte eine auf Chlorin-Konjugat basierte PDT in Kombination mit
Bevacizumab eine Verbesserung des Uberlebens gezeigt werden [176]. Ob eine mit
Bevacizumab kombinierte PDT [177] auf den Menschen Ubertragbar ist oder fiir
Bevacizumab beschriebene Mechanismen aktiviert werden, die zu einer verstarkten
Invasivitdt und einem vermehrten Tumorwachstum fihren, ist unbekannt [178, 179].
Diese Mechanismen beruhen unter anderem auf der Umgehung des VEGF-Signalwegs

durch die Aktivierung alternativer Signalwege [178, 180, 181].

Eine aus der verminderten Vaskularisierung resultierende Hypoxie fihrt zu einer
vermehrten Expression von HIF2a, das eine Konversion von nicht-GSC zu GSC
vermitteln kann [72]. Ob hierdurch ein vermehrtes Auftreten von GSC in den nach 5-
ALA/PDT verbleibenden Zellen nachzuweisen ist und inwiefern ein solcher Effekt sich

auf das Uberleben der Patienten auswirkt, muss deshalb tiberpriift werden.

4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist ,Human glioblastoma stem-like cells accumulate protoporphyrin
IX when subjected to exogenous 5-aminolaevulinic acid, rendering them sensitive to
photodynamic treatment” die erste Arbeit, die eine Anreicherung von PPIX in GSC nach
5-ALA Inkubation zeigen konnte. Auch konnte mit dieser Arbeit erstmals die
Wirksamkeit einer 5-ALA/PDT an GSC nachgewiesen werden. Die hier gezeigte
Sensitivitat der GSC fiir eine 5-ALA/PDT, ist ein wichtiger Schritt zur Einflihrung der 5-
ALA/PDT als Therapiekonzept beim GBM.

Mit dieser Arbeit bleiben viele offene Fragen. Es bleibt unklar, ob eine 5-ALA/PDT der
GSC sich hemmend auf die Migration und Invasivitat der Zellen auswirkt, wie es fir
nicht-GSC berichtet wurde [140], sich auf die Bildung von Blutgefallen auswirkt [136,
137] und ob die PDT GSC einer anti-tumoralen Immunantwort zuganglich macht [128,
162]. Ferner sind die Mechanismen weiterhin unklar, die zur Anreicherung von PPIX in
den Zellen fuhren, und ob die Anreicherung und damit die Sensitivitat der Zellen durch
spezifische Inhibitoren weiter gesteigert werden kann. Als abschlieRenden Schritt
waren in vivo Untersuchung erforderlich, um die Effekte der PDT auf GSC im

Tiermodell zu bestatigen.
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