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Z u s a m m e nf a s s u n g  

C h or d o m e si n d s elt e n e T u m or e d er S c h ä d el b a si s u n d d e s O s s a cr u m. C h ar a kt eri s-

ti s c h i st i hr l a n g s a m e s i nfiltr ati v e s W a c h st u m, w e s h al b di e s e T u m or e m ei st er st i m 

f ort g e s c hritt e n e n St a di u m s y m pt o m ati s c h w er d e n. D er G ol d st a n d ar d i n d er T h er a pi e 

i st ei n e m ö gli c h st r a di k al e R e s e kti o n g ef ol gt v o n ei n er a dj u v a nt e n B e str a hl u n g. A uf-

gr u n d v o n s p ät er Di a g n o s e st ell u n g u n d d er N ä h e  z u vit al e n Str u kt ur e n i st ei n e k o m-

pl ett e R e s e kti o n s c h wi eri g u n d n ur s elt e n m ö gli c h. R e si d u al e s T u m or g e w e b e er h ö ht 

di e  l o k al e  R e zi di vr at e.  C h e m ot h er a p e uti k a  z ei gt e n  bi s h er  n o c h  k ei n e n  Erf ol g,  s o-

d a s s  n e u e  a dj u v a nt e  T h er a pi e m ö gli c h k eit e n  n ot w e n d i g  si n d. Ei n e  alt er n ati v e  B e-

h a n dl u n g s m e t h o d e  k ö n nt e  di e  5-A mi n ol ä v uli n s ä ur e  g e st üt zt e  p h ot o d y n a mi s c h e 

T h er a pi e d ar st ell e n, di e bi s h er vi el v er s pr e c h e n d e Er g e b ni s s e b ei u nt er s c hi e dli c h e n 

Hir nt u m or e n g e z ei gt h at.  

I n d er v orli e g e n d e n Ar b eit u nt er s u c ht e n wir d a s P ot e nti al v o n 5 -A L A g e st üt zt er P D T 

a n  ei n er  h u m a n e n  C h or d o m z ellli ni e  i n  ei n e m i n  vitr o M o d ell.  D a b ei  k o n nt e n  wir  i m 

V er gl ei c h  z ur  St a n d ar di n k u b ati o n s z eit  v o n  4  St u n d e n  ei n e  er h ö ht e  d o si s a b h ä n gi g e 

Fl u or e s z e n z n a c h 6 st ü n di g er I n k u b ati o n s z eit b e o b a c ht e n. Z u d e m v er z ei c h n et e n wir 

ei n e n l et al e n Eff e kt 2 4 h n a c h B e str a hl u n g mitt el s L a s erli c ht d er mit 5 -A L A b e h a n-

d elt e n Z ell e n. Ei n e h o h e Z ell di c ht e k o n nt e d a b ei al s p o siti v er Ei nfl u s sf a kt or f ür ei n e n 

m a xi m al e n  l et al e n  Eff e kt  i d e ntifi zi ert  w er d e n.  Di e s  k ö n nt e  Hi n w ei s  a uf  ei n e  h o h e 

i nt er z ell ul är e K o m m u ni k ati o n u n d di e E xi st e n z ei n e s s o g e n a n nt e n B y st a n d er  Eff e kt s 

s ei n.  

Di e s e Er g e b ni s s e w ei s e n er st e n s a uf ei n e n m ö gli c h e n kli ni s c h e n N ut z e n v o n 5 -A L A 

z ur  fl u or e s z e n z -g e st üt zt e n R e s e kti o n v o n C h or d o m e n hi n. W eit er hi n k ö n nt e n i n o p e-

ra bl e  T u m orr e st e  mitt el s  p h ot o d y n a mi s c h er  T h er a pi e  a dj u v a nt  i m  gl ei c h e n  S etti n g 

mit b e h a n d elt w er d e n.  

W eit er e  U nt er s u c h u n g e n  a n  Z ellli ni e n  u n d  T u m or g e w e b e  si n d  all er di n g s  n öti g,  u m 

di e s e vi el v er s pr e c h e n d e n er st e n e x p eri m e nt ell e n Er g e b ni s s e w e it er a b z usi c h e r n.  

  



 

 II 

S u m m a r y  

 
C h or d o m a s  ar e  r ar e  n e o pl a s m  of  t h e  a xi al  s k el et o n  wit h pr e dil e cti o n  f or  t h e s k ull 

b a s e  a n d  s a cr al  r e gi o n.  P ati e nt s  b e c o m e  s y m pt o m ati c  at a d v a n c e d  t u m or  st a g e s 

d u e  t o  sl o w  a n d  i nfiltr ati v e  gr o wt h  i nt o a dj a c e nt  a n at o mi c al  str u ct ur e s . At pr e s e nt,  

st a n d ar d  t h er a p y  i s r a di c al r e s e cti o n  f oll o w e d  b y  r a di ot h er a p y. H o w e v er,  l at e  di a g-

n o si s  a n d  pr o xi mit y  t o s urr o u n di n g  vit al  str u ct ur e s  oft e n  r e s ult i n  s u bt ot al e x ci si o n 

a n d h e n c e i n  el e v at e d l o c al r e c urr e n c e r at e s. U p t o d at e, c h e m ot h er a p y h a s s h o w n 

t o  b e i n eff e cti v e. T h er ef or e,  n e w  a dj u v a nt  tr e at m e nt  m o d aliti e s  ar e  n e e d e d. 5 -

a mi n ol e v uli ni c a ci d b a s e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y r e v e al e d pr o mi si n g r e s ult s i n m e n-

i n gi o m a, gli o m a a n d p uit ar y a d e n o m a m o d el s a n d e n c o ur a g e d u s t o i n v e sti g at e t h e 

effi c a c y of A L A/ P D T o n a h u m a n c h or d o m a c ell li n e i n vitr o.  

T h e r e s ult s i n di c at ed  t h at P PI X a c c u m ul ati o n w a s s u p eri or aft er 6  h 5 -A L A i n c u b a-

ti o n  ti m e  i n  c o m p ari s o n  t o  a  st a n d ar d  i n c u b ati o n  ti m e  of  4 h. F urt h er m or e,  w e  d e-

t e ct e d  a  l et h al  eff e ct  2 4 h of  l a s er -irr a di ati o n o n c h or d o m a  c ell s h a vi n g  b e e n i n cu-

b at e d  f or  6  h  wit h  gr a d e d  d o s e s  of 5 -A L A  b ef or e h a n d .  Hi g h  c ell  d e n sit y  of  c h or-

d o m a s i n cr e a s e d t o xi c eff e ct of A L A/ P D T. T hi s mi g ht b e e x pl ai n e d b y hi g h i nt er c ell u-

l ar c o m m u ni c ati o n a n d s u g g e st s e xi st e n c e of a s o -c all e d b y st a n d er eff e ct.  

T h e s e pr eli mi n ar y fi n di n g s of P P I X a c c u m ul ati o n aft er e x o g e n o u s 5 -A L A a p pli c ati o n 

i n  c h or d o m a  c ell s m a y  b e  of  cli ni c al  i nt er e st  f or fl u or e s c e n c e-g ui d e d  s ur g er y of  

c h or d o m a s. I n  f a ct,  r e si d u al  t u m or mi g ht  b ett er b e  d et e ct e d i n cr e a si n g l o c al  t um or 

c o ntr ol. E v e n m or e , u nr e s e ct a bl e t u m or  r e m n a nt s mi g ht b e d e str o y e d b y A L A/ P D T  

a s i ntr a o p er ati v e a dj u v a nt tr e at m e nt m o d alit y .  

F urt h er i n v e sti g ati o n s o n diff er e nt c h or d o m a c ell li n e s a n d t u m or c ell s ar e n e e d e d t o 

c o nfir m t h e s e pr eli mi n ar y fi n di n g s. 
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A b b r e vi ati o n s  
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1  I nt r o d u cti o n 

 

1. 1  C h o r d o m a  

C h or d o m a  i s  a  r ar e  m a li g n a n c y  wit h  a n  i n ci d e n c e  of  0. 0 8-0. 5/ 1 0 0. 0 0 0  p er s o n  p er 

y e ar  ( 1, 2) a n d  a pr e d o mi n a n c e i n m al e s  ( 3, 4). It i s pr e s u m e d t h at t hi s e ntit y  ari s e s  

fr o m r e m n a nt s of t h e e m br y o ni c n ot o c h or d a al o n g t h e a xi al s k el et o n wit h a pr ef err e d 

l o c ati o n i n t h e s a cr al a n d s k ull b a s e r e gi o n s ( 5-7) . Hi st ol o gi c all y, c h or d o m a i s cl a s s i-

fi e d i nt o  t hr e e  s u bt y p e s: cl a s si c al,  c h o n dr oi d  a n d  d e diff er e nti at e d  ( 8,  9). T h e  m o st 

c o m m o n s u bt y p e i s t h e cl a s si c , w h er e a s i n o nl y 5 % of p ati e nt s t h e m o st a g gr e s si v e , 

d e diff er e nti at e d  f or m  i s  d o c u m e nt e d  ( 1 0,  1 1). C h or d o m a s  pr e s e nt h et er o g e n eit y  of 

c ell s.  El -H eli e bi,  A.,  et  al.  r e v e al e d  t hr e e  diff er e nt  t y p e s  of  c h or d o m a  c ell s :  S m all 

n o n -v a c u ol at e d s pi n dl e c ell s, w hi c h  d e v el o p t hr o u g h a n i nt er m e di at e c ell st at u s wit h 

s m all v a c u ol e s t o t h e t y pi c al h u g e p h y s alif er o u s c ell s wit h l ar g e v a c u ol e s ( 1 2).  T h e 

t u m or a p p e ar s i n cl u st er c ell f or m ati o n s e p ar at e d b y fi br o u s s e pt a a n d e n v el o p e d i n 

a m y x oi d str o m a ( 8, 1 3). 

C h or d o m a s  ar e  c o n si d er e d  a s  l o w -gr a d e  m ali g n a nt  n e o pl a s m  a n d wit h  a s l o w 

gr o wt h  p att er n  c a u s i n g l at e  s y m pt o m s, w h e n  t u m or  c o m pr e s s e s  s urr o u n di n g  a na-

t omi c al str u ct ur e s  ( 1 0, 1 4, 1 5).   

M e di a n a g e at di a g n o si s of  c h or d o m a s i s 6 0 y e ar s , b ut s k ull b a s e c h or d o m a s t e n d 

t o ari s e i n y o u n g er p ati e nt s  ( 1 3). D e p e n di n g o n t u m or l o c ali z ati o n fir st s y m pt o m s ar e 

oft e n v er y u n s p e cifi c  ( 1 1). M o st c o m m o n i n s a cr o c o c c y g e al c h or d o m a s i s l o w b a c k 

p ai n a n d h e a d a c h e or p al si e s of t h e cr a ni al n er v e s i n t h e s k ull  b a s e  ( 1 6).  

A p p e ar a n c e i n di a g n o sti c c o m p ut ed  t o m o gr a p h y s c a n (C T  s c a n) i s h y p o d e n s e a n d 

oft e n wit h i n v a si o n of b o ny  str u ct ur e s  ( 1 7). M a g n et r e s o n a n c e i m a gi n g ( M RI)  i s m or e 

pr e ci s e t h a n  C T s c a n i n d et e cti n g t u m or e x p a n si o n  ( 1 7). T y pi c all y, M RI a p p e ar a n c e 

of c h or d o m a s i s m o d er at el y h y p oi nt e n s e i n T 1 -w ei g ht e d  a n d sli g htl y h y p eri nt e n s e i n 

T 2 -w ei g ht e d s e q u e n c e s  e v e n t h o u g h t h er e i s a  hi g h di v er sit y  ( 5, 1 7).  

 

L at e  di a g n o si s  m a k e s  s ur gi c al  tr e at m e nt  c h all e n gi n g , e s p e ci all y pr e s er v i n g  s u r-

r o u n di n g vit al str u ct ur e s  ( 1 5). T h e g ol d st a n d ar d i s r a di c al e x ci si o n f or b e st l o c al t u-
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m or c o ntr ol  ( 1 1). I n c ur ati v e s ur g er y,  n e g ati v e r e s e cti o n m ar gi n s  s h o ul d b e i nt e n d e d  

( 1 8). P arti c ul ar l y i n s k ull b a s e c h or d o m a e n bl o c -e x ci si o n a n d R 0 r e s e c ti o n i s oft e n 

i mp o s si bl e d u e t o pr o xi mit y of cr a ni al n er v e s, c ar oti d art er y a n d ot h er vit al str u ct ur e s 

( 1 5). N e v ert h el e s s,  c yt o -r e d u cti o n i s al s o i m p ort a nt f or eff e cti v e p o sto p er ati v e r a di a-

ti o n ( 1 8).  E n d o s c o pi c e n d o n a s al s ur g er y h a s b e e n e st a bli s h e d a s a n effi ci e nt a n d 

mi ni m al  i n v a si v e  a p pr o a c h f or  c h or d o m a s l o c at e d  i n  t h e  cli v u s ( 1 4,  1 9-2 1) . F re-

q u e n tl y r e p ort e d p eri o p er ati v e  c o m pli c ati o n s i n  c h or d o m a s  l o c at e d  i n  t h e  cr a ni o-

c er vi c al j u n cti o n ar e c er e br o s pi n al fl ui d ( C S F) l e a k a g e wit h a r a n g e fr o m 5 - 3 5. 3  % 

( 6, 2 2), n e ur ol o gi c al d efi cit s  2 8. 6 - 2 9. 4  % ( 2 2, 2 3) a n d m e ni n giti s 5 - 1 7. 6  % ( 6, 2 2). 

T h e  r at e s d e p e n d o n diff er e nt s ur gi c al a p pr o a c h e s, t e c h ni q u e s a n d a v ari et y of t u-

m or e xt e n si o n s a n d v ol u m e s .  

 

R e s e cti o n of c h or d o m a s l o c at e d i n t h e o s s a cr u m i s g e n er all y hi g hl y i n v a si v e d u e t o 

l ar g e t u m or v ol u m e at t h e ti m e of di a g n o si s  ( 2 4). S ur g er y of c h or d o m a s i n v ol vi n g t h e 

l o w a n d mi d-s a cr al r e gi o n m a y pr e s er v e t h e s a cr oili a c j oi nt  a n d ar e a s s o ci at e d wit h 

b ett er n e ur ol o gi c al o ut c o m e s ( 2 4). P o st o p er ati v e i m p air m e nt of i nt e sti n al a n d uri n ar y 

f u n cti o n ar e r e p ort e d i n 1 2.5  % of t h e c a s e s wit h s ur g er y i n l o w-s a cr al r e gi o n a n d 7 5  

% i n mi d -s a cr al r e gi o n, r e s p e cti v el y ( 2 4). Al m o st all p ati e nt s  w h o u n d er g o hi g h s a-

cr e ct o m y s uff er of g a str oi nt e sti n al a n d uri n ar y s y m pt o m s p o st o p er ati v el y  ( 2 4).  

I n t h e r ar e c a s e of c h or d o m a s i n v ol vi n g t h e m o bil e s pi n e tot al s p o n d yl e ct o m y i s t h e 

m o st eff e cti v e tr e at m e nt t o a c hi e v e n e g ati v e m ar gi n s ( 2 5). 

 

I ntr a o p er ati v e t u m or r u pt ur e s h o ul d b e pr e v e nt e d i n or d er t o a v oi d c ell s e e di n g al o n g 

t h e s ur gi c al p at h w a y  ( 1 4, 1 5). Ar n a ut o vi c et al. r e p ort  a s ur gi c al s e e di n g r at e of 7. 3  

% i n c h or d o m a  s ur g er y  ( 2 6). I n r e g ar d of c ell s e e di n g , t h e u s e of pr e o p er ati v e bi op-

s y  t o  d et er mi n e  t h e  di a g n o si s  i s  q u e sti o n a bl e  ( 1 1,  2 7). N e v ert h el e s s,  f i n e  n e e dl e 

a s pir ati o n  bi o p s y  h a s  b e e n  r e p ort e d  t o  b e t h e m o st  a d e q u at e  t e c h ni q u e  t o  o bt ai n 

ti s s u e s a m pl e s ( 1 1, 1 5, 2 8). Bi o p s y or s ur gi c al p at h w a y s h o ul d b e i n cl u d e d i n d ef i-

nit e  tr e at m e nt  a s  s ur g er y  or a dj u v a nt  r a di ati o n  t h er a p y t o  pr ev e nt  l o c al  r e c urr e n c e  

d u e t o c ell s e e di n g ( 1 1).  
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D e gr e e of s ur gi c al r e s e cti o n  i n c h or d o m a s of t h e o s s a cr u m d et er mi n e s ti m e t o l o c al 

r e c urr e n c e,  w hi c h i s 8 m o nt h s aft er s u bt ot al e x ci si o n c o m p ar e d t o 2. 2 7 y e ar s aft er 

gr o s s  t ot al  r e s e cti o n ( 1 5). Si mil arl y,  pr o gr e s si o n -fr e e  s ur vi v al  ( P F S)  f or  s k ull  b a s e 

c h or d o m a s i s 6 8. 9 m o nt h s aft er e xt e n d e d s ur g er y i n c o m p ari s o n t o 3 4. 1 m o nt h s a f-

t er  i ntr al e si o n al  r e s e cti o n ( 2 9). D e s pit e  s ur gi c al a d v a n c e m e nt s  e n  bl o c  e x ci si o n  i s 

f e a si bl e i n h alf of s a cr al a n d e v e n l e s s i n s pi n e a n d s k ull b a s e c h or d o m a s a n d c o n-

s e q u e ntl y r e c urr e n c e  i s  v er y  fr e q u e nt ( 1 5). T h e  5 -y e ar s r e c urr e n c e-fr e e  s ur vi v al 

( R F S) i n  s kull  b a s e  c h or d o m a s  i s  4 1  %  aft er  si n gl e  or  m ulti pl e  tr e at m e nt s  ( 3 0). In 

s pi n al c h or d o m a s t h e 5-y e ar R F S i s 5 8 . 4 %  ( 3 1) aft er e n bl o c  r e s e cti o n. A st u d y of 

s a cr al c h or d o m a s tr e at e d wit h s ur g er y r e p ort e d a 5 -y e ar -l o c al-r el a p s e r at e of  3 0  %  

( 3 2).  

D u e  t o i n s uffi ci e n c y of s ur g er y a s m o n ot h er a p y i n t h e tr e at m e nt of c h or d o m a s a dj u-

v a nt tr e at m e nt m o d aliti e s ar e fr e q u e ntl y u s e d.  

N o  a p pr o v e d eff e cti v e n e s s a n d r e c o m m e n d ati o n of c h e m ot h er a p y f or t h e tr e at m e nt 

of c h or d o m a s  h a s b e e n d e s cri b e d  ( 1 1, 1 5). N e v ert h el e s s, a n  i n vitr o m o d el s h o w e d  

a s e n si bilit y t o D o x or u bi ci n, Tr a b e ct e di n  ( Y o n d eli s), P M 1 0 0 4 ( Z al y p si s) , a n d Ci s pla-

ti n ( 3 3). Gi ni  F.  Fl e mi n g  et  al.  r e p ort e d  t w o  c a s e s  of  d e diff er e nti at e d  s a cr al  c h or-

d o m a s  o bt ai ni n g  c o m pl et e  r e mi s si o n  aft er c h e m ot h er a p e uti c al  tr e at m e nt wit h  

If o sf a mi d e ( 3 4). A  p h a s e -II  tri al t e st e d  t h e  eff e ct  of T o p oi s o m er a s e  i n hi bit or  i n 1 5 

p ati e nt w it h c h or d o m a s ( 3 5).  I n l e s s t h a n 1 0 % of t h e p ati e nt s  a r e s p o n s e w a s o b-

s er v e d  a n d  ti m e  t o  di s e a s e  pr o gr e s si o n  c o ul d  b e  pr ol o n g e d  ( 3 5). B a s e d  o n t h e s e 

r e s ult s c h e m ot h er a p y r e m ai n s a c o ntr o v er si all y di s c u s s e d a dj u v a nt tr e at m e nt o pti o n.  

     

R e c e ntl y m ol e c ul ar  t ar g et e d  t h er a p y h a s b e c o m e  a  n e w f o c u s  of a nti -c a n c er re-

s e ar c h . T h e  i n hi biti o n  of  t h e  t yr o si n e -ki n a s e  p at h w a y s  i s  k n o w n  t o p o siti v el y aff e ct  

m ulti pl e si g n alli n g p at h w a y s i n m ali g n a n ci e s  ( 3 6). F or i n st a n c e, s o m e s t u di e s h a v e 

r e p ort e d a n eff e ct of t yr o si n e-ki n a s e i n hi bit or  i n c h or d o m a s ( 3 7, 3 8).  

T yr o si n e -ki n a s e i n hi bit or s aff e ct diff er e nt p at h w a y r e c e pt or s  s u c h a s v a s c ul ar e n d o-

t h eli al  gr o wt h  f a ct or  ( V E G F), pl at el et -d eri v e d  gr o wt h  f a ct or a n d  KI T -p at h w a y  ( 3 6). 

T h e  i nt er c e pti o n  of t h e m e nti o n e d  p at h w a y s  w a s  d e s cri b e d  t o  i m pr o v e  p ati e nt ’s 

b ur d e n  of  s y m pt o m s  a n d p o st -tr e at m e nt  i m a gi n g s h o w e d  d e cr e a s e d  c o ntr a st  e n-

h a n c e m e nt a n d li q u ef a cti o n  of t u m or ti s s u e  ( 3 7, 3 8). F urt h er m or e, t h e u s e of i n hi bit-
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i n g t h e t yr o si n e-ki n a s e of t h e e pi d er m al gr o wt h f a ct or r e c e pt or ( E G F R) i n tr e at m e nt 

of r e si st a nt  c h or d o m a s w a s d e s cri b e d i n  a  c a s e  r e p ort  wit h  a f a v o ur a bl e  o ut c o m e 

( 3 9). H o w e v er,  t h er e e xi st s  n o  st a n d ar d i z e d s y st e mi c  a dj u v a nt  t h er a p y  r e c o m m e n-

d ati o n f or c h or d o m a s  s o f ar .  

 

T h e m ai n st a y of a dj u v a nt tr e at m e nt i s p o st o p er ati v e hi g h -e n er g y r a di ot h er a p y ( 4 0). 

In 1 9 8 2 , S uit et al. di s cl o s e d t h e effi c a c y of pr ot o n b e a m t h er a p y f or c h or d o m a s ( 4 1). 

T h e  a dj u v a nt  r a di ati o n  t h er a p y d el a y e d  l o c al  r el a p s e  c o m p ar e d  t o  s ur gi c al  m o n o -

t h er a p y ( 4 2). I n  c a s e s  of  c o m pl et e  t u m or  r e s e cti o n  t h e  u s e  of  p o st o p er ati v e  r a dio-

t h er a p y i s still c o ntr o v er si all y di s c u s s e d ( 4 2, 4 3).  U si n g p h ot o n or pr ot o n b e a m wit h 

cl a s si c  fr a cti o n s  a  mi ni m u m  d o s e  of  7 4  G y E  i s  n e e d e d ( 1 8). R a di ati o n  wit h  d o s e s 

l o w er t h a n 6 0 G y h a v e b e e n r e p ort e d t o s h o w p o or l o c al t u m or c o ntr ol ( 4 4). I n p allia-

ti v e c ar e, l o w-d o s e r a di ot h er a p y m a y b e pr ofit a bl e f or s h ort t er m l o c al t u m or c o ntr ol  

( 1 8, 4 5).   

 

T h e d e s cri b e d r at es of di st a nt l e si o n s at t h e ti m e of i niti al di a g n o si s v ar i e s fr o m 5  % 

t o  6 5 % ( 1 5). T h e  m e di a n  ti m e  t o  d e v el o p  m et a st a si s d uri n g  di s e a s e  i s    4. 8  y e ar s 

aft er  di a g n o si s ( 4 6). T y pi c al  sit e s  of  m et a st a s e s  ar e  l u n g s ,  s oft  ti s s u e  a n d b o n e s 

( 4 6).  

A c c or di n g t o t h e S ur v eill a n c e, E pi d e mi ol o g y a n d E n d  R e s ult s  Pr o gr a m  (S E E R ) d a-

t ab a s e  t h e  m e di a n  s ur vi v al  i s  6. 2 9  y e ar s  ( 1 5).  5 -y e ar,  1 0 -y e ar  s ur vi v al  r at e s  ar e 

6 7. 6  % a n d 3 9. 9  %, r e s p e cti v el y ( 1 5).  

 

1. 2  M e di c al u s e of p h o t oc h e mi c al r e a cti o n s  

P h ot o d y n a mi c  t h er a p y  ( P D T)  i s  a  mi ni m al  i n v a si v e  a nti c a n c er  tr e at m e nt  k n o w n  f or 

o v er a h u n dr e d y e ar s , b ut h a s r e c e ntl y g ai n e d m or e att e nti o n ( 4 7-4 9) .  

T h e  t o xi c  eff e ct  c a u s e d  b y  t h e  i nt er a cti o n  of  a  c h e mi c al  r e a g e nt  a n d  li g ht  h a s  fir st 

b e e n  d e s cri b e d  o n  a  s p e ci e s  of  p ar a m e ci u m  i n  1 9 0 0 b y. O.  R a a b ( 4 9). I n  1 9 7 5, 

D o u g h ert y et al. a c hi e v e d t h e hi st ori c al br e a kt hr o u g h i n p h ot o d y n a mi c t h er a p y  ( 5 0). 

H e r e p ort e d c ur e of v ari o u s t u m or s i n mi c e a n d r at s b y u si n g h e m at o p or p h yri n a n d 

r e d  li g ht  irr a di ati o n ( 5 0).    N o w a d a y s cli ni c al  u s e  of  P D T  i s  w ell  r e p ort e d  a s a nt i-
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c a n c er tr e at m e nt f or m e s ot h eli o m a ( 5 1), l u n g c a n c er ( 5 2), or al c a n c er  ( 5 3, 5 4) a n d 

bl a d d er  ( 5 5). Al s o fir st cli ni c al e x p eri e n c e s e xi st f or s o m e br ai n t u m or s ( 5 6, 5 7).  

 

T h e  pr o c e d ur e  c o n si st s  of  t w o  st a g e s:  fir st  st a g e  i s  t h e  a p pli c ati o n  of  a  n o n -t o xi c 

d y e,  w hi c h  i s  c all e d t h e  p h ot o s e n siti z er ( P S).  D u e  t o  m et a b oli c  diff er e n c es  i n  d ys-

pl a sti c or n e o pl a sti c c ell s t h e p h ot o s e n siti z er s p e cifi c all y a c c u m ul at e s i n t h e t ar g et e d 

ti s s u e.    Aft er  a  s p e cifi c  i n c u b ati o n  ti m e, w h e n  t h e  P S  c o n c e ntr ati o n  i s  m a xi m u m , 

st a g e t w o i s p erf or m e d: th e irr a di ati o n. A p pli c ati o n of li g ht wit h a s p e cifi c  w a v el e n gt h 

a c c or di n g t o t h e a p pli e d  P S l e a d s t o a bi o c h e mi c al c a s c a d e r e s ulti n g i n t h e r el e a s e 

of r a di c al o x y g e n s p e ci e s ( R O S) i n d u ci n g a p o pt o si s or n e cr o si s ( 4 7).  

P D T  i s  a p pr o v e d  i n  c o m b i n ati o n  wit h  r a di ati o n  t h er a p y s h o wi n g a d diti v e  tr e at m e nt 

eff e ct s  ( 5 8). P o g u e  et al. r e p ort s e v e n a n  i n cr e a s e d t h er a p e uti c eff e ct  of r a di ot h er a-

p y  a n d  P D T u si n g  t h e  P S v ert e p orfi n ( 5 9).  Al s o s e v er al c o m bi n ati o n s  of  P D T  wit h 

diff er e nt  c h e m o t h er a p y  p h ar m a c e uti c s w er e  r e p ort e d ( 6 0). S o m e  p ol y -t h er a p y 

s c h e m e s  re p ort a n e n h a n c e d effi c a c y of  c h e m ot h er a p y a n d P D T ( 6 1, 6 2). M or e o v er, 

n o c ar ci n o g e ni c i m p a ct s ar e k n o w n of a c c u m ul ati o n of P S i n c ell s  ( 4 7). 

 

1. 2. 1  P h ot o s e n siti z er  

P h ot o s e n siti z er s  ar e  s y nt h eti c  or  n at ur al l y pr o d u c e d  r e a g e nt s  wit h  t h e  a bilit y  t o 

tr a n sf er li g ht e n er g y ( 6 3). S u b str at e s c o n si d er e d t o b e a P S h a v e t o f ulfil a cti v ati o n 

of a p h ot o c h e mi c al  r e a cti o n  w h e n  ill u mi n at e d  wit h li g ht  of a p pr o pri at e  w a v el e n gt h  

( 6 3). T h e i n ert P S r e c ei v e s e n er g y vi a p h ot o n s a n d pr o c e e d s t o a hi g h -e n er g y st at u s  

( 6 3).  T h e  a cti v at e d  P S t e n d s  t o  r et ur n  t o a  l o w -e n er g y  st at u s  a n d e mit s e n er g y  i n 

diff er e nt w a y s s u c h a s fl u or e s c e n c e or p h ot o c h e mi c al r e a cti o n s ( 6 3). 

F or cli ni c al u s e  i n p ati e nt s a d diti o n al c o n diti o n s ar e n e c e s s ar y  li k e n o n -t o xi cit y, t ol-

er a bl e  si d e  eff e ct s, a c c u m ul ati o n  i n  t ar g et  ti s s u e,  e a s y  a p pli c ati o n  a n d  c o m m er ci al 

a v ail a bilit y ( 6 3).  

 

5 -A mi n ol e v uli ni c a ci d ( 5 -A L A) i s a  c o m m o n l y u s e d p h y si ol o gi c al pr e c ur s or  of t h e P S 

pr ot o p or p h yri n I X ( P P I X) ( 4 7).  5-A L A a n d P P I X ar e i nt er m e di at e m et a b olit e s  of t h e 

h e m e -bi o s y nt h e si s. B e si d e it s f u n cti o n i n h e m o pr ot ei n s al m o st all m a m m al c ell s ar e 
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c a p a bl e t o pr o d u c e h e m e , w hi c h al s o i s f u n d a m e nt al i n pr ot ei n m et a b oli s m a n d c ell 

diff er e nti ati o n ( 6 4).  

T h e a s p e ct s of hi g h c ell ul ar 5 -A L A u pt a k e, i n cr e a s e d s y nt h e si s of P P I X a n d r e d u c e d 

c o n v er si o n t o h e m e all o w a s el e cti v e a c c u m ul ati o n  of P PI X  i n m ali g n a nt ti s s ue  ( 6 5).  

I n a d diti o n, a hi g h p h ot o a cti vit y m a k e s P P I X an  u s ef ul  P S ( 6 4).  

 

I n cli ni c al s etti n g s n o n -a cti v e 5 -A L A i s a p pli e d eit h er t o pi c al l y ( 6 6), or all y or i ntr a v e-

n o u sl y  ( 5 3, 6 7) i nj e ct e d b ef or e it r e a c h e s t h e t ar g et ti s s u e w h er e 5 -A L A i s m et a b o-

li z e d t o t h e a cti v e P S PP I X ( 6 3).   

5 -A L A i s eli mi n at e d wit h a pl a s m a h alf -lif e of 5 0 mi n s aft er i ntr a v e n o u s a n d 4 5  mi n s 

aft er or al a p pli c ati o n  ( 6 4). U nf a v or a bl e p h ar m a c o ki n eti c s ar e hi g h u n c h a n g e d  r e n al 

e x cr eti o n a n d m et a b oli c fir st -p a s s eff e ct  ( 6 8). 

T h e h y dr o p hili c  n at ur e  of 5 -A L A  hi n d er s diff u si o n  t hr o u g h  m e m br a n e s  a n d d e e p 

p e n etr ati o n of t h e  t ar g et ti s s u e ( 6 9). T hi s s h ort c o mi n g  l e d t o r es e ar c h e s i n m o dif yi n g 

5 -A L A  f or  b ett er  effi ci e n c y  d o s e s  ( 6 4).  E st erifi c ati o n  of 5 -A L A  i n cr e a s e s  t h e  li p o-

p hili c it y  a n d  c o n s e q u e ntl y t h e  l o c al  bi o a v ail a bilit y ( 6 4).  T h er ef or e  l o w er  dr u g  d o s e s 

c a n b e u s e d t o a c hi e v e e q ui v al e nt r e s ult s ( 6 4). 

     

H e m e bi o s y nt h e si s st art s i n t h e mit o c h o n dri a wit h t h e r e g ul at e d f or m ati o n of gl y ci n 

a n d  s u c ci n yl -C o A  t o 5 -A L A  c at al y z e d  b y  5 -A L A  s y nt h a s e  ( A L A S)  ( s e e Fi g. 1 ) ( 6 4).  

5 -A L A it s elf  u n d erl a y s e n z y m ati c c yt o s oli c m o difi c ati o n b ef or e r e -e nt eri n g t h e mit o-

c h o n dri al  c o m p art m e nt  ( 6 4).  I n  t h e  c yt o s ol  t w o  m ol e c ul e s  of 5 -A L A  ar e  m er g e d  t o 

p or p h o bili n o g e n ( P B G)  ( 6 4). C o n s e q u e ntl y, P B G i s f or m e d i n t w o f urt h er r e a cti o n s  t o 

t h e  c y cli c  p or p h yri n  s k el et o n ( 6 4).  M o difi c ati o n s  i n  t h e c yt o pl a s m  a n d  mit o c h o n dri a 

pr o d u c e P P I X  b ef or e  f err o c h el at a s e ( F C) i ntr o d u c e s  f err o u s  ir o n at t h e l e v el of t h e 

i n n er mit o c h o n dri a m e m br a n e ( 6 4). I n a n e g ati v e f e e d b a c k l o o p h em e r e g ul at e s t h e 

p at h w a y b y c o ntr olli n g A L A S ’ s m R N A h alf-lif e a n d e n z y m e s t r a n s p orti n g 5 -A L A i nt o 

t h e  mit o c h o n dri a ( 6 4). A p pli c ati o n of  e x o g e n o u s 5 -A L A  cir c u m v e nt s  t hi s  r e g ul ati o n 

m e c h a ni s m ( 6 4).  

T h er ef or e t h e a m o u nt of 5 -A L A -i n d u c e d a c c u m ul at e d P PI X d e p e n d s m ai nl y o n e n-

z y m ati c a c ti vit y of t h e h e m e bi o n s y nt h e si s a n d i ntr a c ell ul ar 5 -A L A c o nt e nt  ( 6 5). B e-

si d e A L A S , w hi c h i s  b y p a s s e d b y t h e e x o g e n o u s a p pli c ati o n , p or p h o bili n o g e n d e a m-
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i n a s e ( P B G D) i s t h e s e c o n d ar y r at e li miti n g e n z y m e ( 6 5). A n ot h er f a v or a bl e i ntri n si c 

c h ar a ct eri sti c  f or hi g h P PI X a c c u m ul ati o n i s a l o w t ur n o v er b y F C  ( 6 5). It s m et a b oli c 

r at e hi g hl y d e p e n d s o n ir o n s u p pl y ( 6 5).  

T h e t u m or s el e cti vit y f or P P I X a c c u m ul ati o n m a y b e e x pl ai n e d b y hi g h p or p h o bili no-

g e n d e a mi n a s e ( P B G D ) i n c o ntr a st t o l o w F C a cti vit y a n d l o w c o n c e ntr ati o n of ir o n 

( 7 0). 

 

 

 

Fi g.  1 : S c h e m ati c  ill u st r ati o n  of  e x o g e n o u s 5 -A L A  a p pli c ati o n  ci r c u m v e nt i n g h e m e  bi o n s y n-
t h e si s’ n e g ati v e f e e d b a c k  l o o p:  
Aft er e x o g e n o u s a p pli c ati o n 5 -A L A e nt er s c yt o s ol a n d i s m et a b oli z e d li k e i ntri n si c 5 -A L A t o p or p h o bi l-
i n o g e n. S u b s e q u e ntl y h e m e bi o n s y nt h e si s c o nti n ue s vi a t h e li miti n g e n z y m e p or p h o bili n o g e n d e a m i-
n a s e ( P B G D). F urt h er st e p s all o w e ntr y i nt o mit o c h o n dri a w h er e pr ot o p or p h yri n I X i s pr o d u c e d. T h e 
la st  st e p  i ntr o d u c e s  ir o n  c at al y z e d  b y  f err o c h el at a s e.  T h e  a m o u nt  of h e m e  c o ntr ol s  t h e  f e e d -b a c k 
m e c h a ni s m  (A d a pt e d fr o m F oti n o s et al. ( 6 4)) 

  
1. 2. 2   Ill u mi n ati o n  

A n y P S r e q uir e s s p e cifi c r a di ati o n c o n diti o ns  i n w a v el e n gt h a n d i nt e n sit y t o b e a cti-

v at e d  ( 6 3). S h ort w a v el e n gt h  li g ht  a cti v at e s  m or e  s u p erfi ci al  ti s s u e s  i n  c o m p ari s o n 

e x o g e n o u s	

Τ	

	gl y ci n 	 +	
s u c ci n yl - C o A	
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p or p h o bili n o g e n 	
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d e h y dr at as e 	

c o pr o p or p h yri n o g e n 	III	
O xi d as e	

pr ot o p or p h yri n	I X	

h e m e 	

A L A	

c o pr o p or p h yri n o g e n 	III	
o xi d as e	

pr ot o p or p h yri n o g e n 	III		

A L A 	
s y nt h as e	

c o pr o p or p h yri n o g e n 	III	

P B G D	 f err o c h el at a s e	

mit o c h o n dri a	

c yt os ol	

A L A	

n e g a 8 v e	
f e e d b a c k		
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wit h l o n g er w a v el e n gt h s , w hi c h m a y p e n etr at e d e e p er i nt o ti s s u e ( 6 3). B y  a d e q u at e-

l y  c h o o si n g P S a n d  li g ht w a v el e n gt h t hi s m a y i n cr e a s e p o s si bl e  ti s s u e d e pt h of P D T  

( 6 3). W a v el e n gt h  t o a m a xi m u m of 8 0 0  n m m a y  pr o v o k e pr o d u cti o n of si n gl et o x y-

g e n  ( 4 7). W a v el e n gt h s a b o v e 8 0 0 n m tr a n s mit d efi ci e nt e n er g y a n d l a u n c h a p h oto-

d y n a mi c r e a cti o n ( 4 7).  

Cli ni c all y , li g ht of v ar yi n g w a v el e n gt h i s c o m m o nl y n ot u s e d. M o st fr e q u e ntl y r e d li g ht 

wit h a w a v el e n gt h of 6 3 0  n m i s utili z e d t h at p e n etr at e s ti s s u e s u p t o 0 .5  c m  ( 6 3).  

M a n y of cli ni c all y a p pli e d P S s u c h a s 5 -A L A c a n b e a cti v at e d b y a wi d e s p e ctr u m of 

w a v el e n gt h  ( 6 3). D e p e n di n g o n l o c ali z ati o n of t ar g et ti s s u e v ari o u s li g ht s o ur c e s a n d 

di stri b uti o n a p pli c ati o n s ar e a v ail a bl e  ( 6 3). L a s er li g ht h a s b e e n pr o of e d  t o b e hi g hl y 

r eli a bl e b ut i s ex p e n s i v e ( 6 3). N e w li g ht e mitti n g di o d e s ( L E D s) e n a bl e l o n g er tr e at-

m e nt s etti n g s at l o w er c o st s ( 6 3). 

 

1. 2. 3  P h ot o c h e mi c al r e a cti o n  

T h er e ar e t w o r el e v a nt p h ot o c h e mi c al r e a cti o n s  i n P D T s o -c all e d T y p e I a n d T y p e II 

r e a cti o n.  

I n T y pe  I r e a cti o n t h e P S i s c o nfi g ur e d i n a n  e x cit e d tri pl et st at e  a n d l os e s  e n er g y b y 

tr a n sf erri n g  el e ctr o n s  t o  m ol e c ul es  i n  it s dir e ct s urr o u n di n g s  ( 7 1). T h er e b y  a ni o n s 

a n d c ati o n s ar e f or m e d a n d m a y r e a ct wit h o x y g e n t o pr o d u c e R O S ( 7 1). I n t hi s pro-

c e s s  s u p er o xi d e  a ni o n s  or  s u b s e q u e ntl y  h y dr o g e n  p er o xi d e a n d  h y dr o x yl  r a di c al s 

ar e  g e n er at e d ( 7 1).  H y dr o g e n  p er o xi d e  a n d  h y dr o x yl r a di c al s  c a n  e a sil y  p a s s 

t hr o u g h c ell m e m br a n e s a n d d a m a g e ot h er c ell c o m p art m e nt s ( 7 1).  

It i s a s s u m e d t h at th e T y p e II r e a cti o n i s m or e r el e v a nt i n P D T  ( 6 3, 7 1). T y p e II r e ac-

ti o n st art s  fr o m  t h e s a m e e x cit e d  tri pl et  st at e  of  t h e  P S a s  t h e  T y p e  I  r e a cti o n.  I n 

c o n tr a st t o t h e T y p e I r e a cti o n i n T y p e II r e a cti o n e n er g y i s s hift e d  t o m ol e c ul ar o xy-

g e n wit h o ut tr a n sf erri n g el e ctr o n s  ( 7 1). T h e m ol e c ul ar o x y g e n i s n o w tr a n sf or m e d t o 

hi g hl y r e a cti v e si n gl et o x y g e n: 1 O 2  ( 4 7, 6 3, 7 1). T h er ef or e, t h e hi g h r e s p o n si v e n e s s 

of si n gl et o x y g e n r e v e al s it s d e str u cti v e p ot e nti al i n t h e pr o xi mit y of t h e P S ( 4 7). 

F or b ot h r e a cti o n s it i s i m p ort a nt t h at t h e P S i s c o nfi g ur e d i n t h e e x cit e d tri pl et st at e 

( 7 1). I n g e n er al P S s c o nt ai n t w o p air e d el e ctr o n s w hi c h r e st i n t h e e n er g eti c all y l ow-
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e st or bit al ( 4 7, 7 1) . T hi s st at u s i s c all e d t h e gr o u n d st at e ( 4 7, 7 1). Ill u mi n ati o n of t h e 

P S l e a d s t o tr a n sf er of  el e ctr o n s i n e n er g eti c all y hi g h er or bit al p o siti o n s, t h e e x cit e d 

si n gl et  st at e ( 7 1). D u e  t o  t h e  n at ur e  of  t h e  el e ctr o n s  t h e y  d e sir e  t o  r e a c h  it s  m or e 

f a v o ur a bl e gr o u n d stat e a g ai n  ( 7 1). T hi s c a n o c c ur b y l osi n g e n er g y vi a fl u or e s c e n c e 

or h e at ( 7 1).  

A c h ar a ct eri sti c of P S i s t h e hi g h pr o b a bilit y t o u n d er g o a n alt er n ati v e w a y fr o m t h e 

e x cit e d  si n gl et  st at e  t o  a  l o n g -l a sti n g  c o nfi g ur ati o n,  t h e  tri pl et  st at e ( 7 1).  T hi s  i s o-

e n er g eti c pr o c e s s i s d e s cri b e d a s i nt er s y st e m cr o s si n g ( 7 1). T h e tri pl et st at e i s de-

fi n e d a s  tw o  u n p air e d  el e ctr o n s  a n d wit h  t h e s a m e  s pi n  ( 7 1).  T h e  P S  i n  it s  tri pl et 

st at e c a n dr o p t o it s e n er g eti c all y  l o w er gr o u n d st at e b y g oi n g t hr o u g h p h o s p h or es-

c e n c e a n d t h e d e s cri b e d p h ot o c h e mi c al r e a cti o n s T y p e I a n d II  ( 7 1).     

 

Fi g. 2 : S c h e m ati c ill u st r ati o n of p h ot o c h e mi c al r e a cti o n s of 5 -A L A/ p r ot p o r p h y ri n I X.   
Aft er e x o g e n o u s 5 -A L A a p pli c ati o n pr ot o p or p h yri n  I X ( P PI X) a c c u m ul at e s a n d i s a cti v at e d b y l a s er 
li g ht. T h e e x cit e d P PI X c a n r e a ct i n t w o diff er e nt p h ot o c h e mi c al r e a cti o ns  t o fr e e r a dic al s ( T y p e I) or 
t o si n gl et o x y g e n ( Ty p e  II). B ot h hi g h r e a cti v e pr o d u ct s m a y pr o v o k e c ell d e at h. A t hir d o pti o n of e x-
cit e d p h ot o s e n siti z er t o r el e a s e e n er g y i s vi a fl u or e s c e n c e e mi s si o n. ( A da pt e d fr o m  W a c h o w s k a et al. 
( 7 2))  

e x o g e n o u s	

A L A	 pr ot o p or p h yri n 	I X	
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1. 2. 4  A L A/ P D T i n d u c e d c ell d e at h  

I n  A L A/P D T g e n er at e d  o xi d ati v e  str e s s  l e a d s  t o  d e str u cti o n  of  diff er e nt  c ell  c o m-

p art m e nt s .  It s  e xt e nt  d et er mi n e s t h e  c ell ul ar  i m p a ct ( 7 3).  T h e  pr o gr a m m e d  c ell 

d e at h , c all e d a p o pt o si s , m u st b e di sti n g ui s h e d fr o m n e cr o si s wit h o n s et of i nfl a m m a-

t or y r e a cti o ns  a n d fr o m a si m ult a n e o u s p at h w a y, a ut o p h a g y, w hi c h c a n al s o e n d i n 

c ell d e at h  ( 7 3).  

Li g ht d o s e a n d P S c o n c e ntr ati o n i n t h e t ar g et c ell s d et er mi n e t h e e xt e nt of R O S a n d 

h er e b y t h e t y p e of c ell d e at h  ( 6 3). D e e p er ti s s u e r e gi o n s wit h l o w er o xi d ati v e str e s s 

pr ef er e nti all y u n d er g o a p o pt o si s a n d/ or a ut o p h a g y w h er e a s s u p erfi ci al c ell s cr e at e a 

hi g h a m o u nt of r e a cti v e o x y g e n a n d f oll o w t h e n e cr oti c p at h w a y ( 6 3, 7 3, 7 4).    

I n  p h ot o c h e mi c al  r e a cti o ns  pr o d u c e d  si n gl et  o x y g e n  i s  v er y  li mit e d  i n  it s  r e a cti o n 

r a diu s  (1 0 -5 5  n m i n c ell s ) a n d it s lif eti m e (1 0 -3 2 0  n s ) (4 7) .  A c c or di n gl y, c ell d a m a g e 

will  o c c ur v er y cl o s e  t o  t h e  P S m ol e c ul e i n  t h e  c ell ( 4 7). 5 -A L A,  w hi c h  a c c o u nt s  t o 

t h e gr o u p of p or p h yri n s u s u all y a c c u m ul at e s at c ell m e m br a n e s  ( 7 3). 

 

M o st r el e v a nt p at h w a y i n P D T i n d u c e d c ell d e at h i s a p o pt o si s ( 4 7, 7 3).  

A p o pt o si s c a n b e i niti at e d b y s e v er al m e c h a ni s m s  vi a c ell m e m br a n e r e c e pt or, mit o-

c h o n dri al  s y st e m, T -c ell  or N K -c ell  a s s o ci at e d  or  u si n g  t h e  s p hi n g o m y eli n -c er m ai d 

p at h w a y  ( 7 3). 

Mit o c h o n dri a l  m e m br a n e  d a m a g e  e v o k e d  b y  A L A/P D T  c a n  l e a d  t o  t h e  r el e a s e  of 

pr o -a p o pt oti c  c a s p a s e  a cti v at or s vi a  B cl -2  m e m br a n e  pr ot ei n s ( 4 7,  7 5). T hi s  r e-

q uir e d e v e nt i s c all e d t h e mit o c h o n dri al o ut er m e m br a n e p er m e a bili z ati o n t o a cti v at e 

t h e i ntri n si c p at h w a y of a p o pt o si s ( 7 6).  

C yt o c hr o m e  c  diff u s e s  li k e  ot h er  c a s p a s e  a cti v at or s fr o m  t h e  mit o c h o n dri al  i nt er-

m e m br a n e  s p a c e    i nt o  t h e  c yt o s ol  t o a ct  a s  c o -f a ct or  f or  t h e  a p o pt oti c pr ot e a s e -

a cti v ati n g  f a ct or -1  ( A P A F -1) ( 7 6).  A P A F-1  a n d  c yt o c hr o m e  c  tri g g er  t h e  i niti at or 

c a s p a s e -9 a n d f or m a n a p o pt o s o m e  ( 7 7). S u b s e q u e ntl y eff e ct or c a s p a s e s -3 a n d -7 

ar e  a cti v at e d  t h at  pr e s e nt  t h e  c o m m o n  a p o pt oti c  p at h w a y  of e xtri n si c  a n d  i ntri n si c 

i nfl u e n c e ( 7 7).  

I n c ell m or p h ol o g y a p o pt o si s i s d e s cri b e d a s c ell-s hri n k a g e, c hr o m ati n c o n d e n s ati o n 

a n d  pl a s m a  m e m br a n e  bl e b bi n g  ( 7 5).    T h e  a p o pt oti c  c ell  p a s s e s  t hr o u g h a r o u n d 
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a p p e ar a n c e wit h d ar k e n e d c yt o s ol a n d c o n d e n s e d c hr o m ati n t o a p o pt oti c c ell fr a g-

m e nt s , w hi c h ar e fi n al l y p h a g o cyt o s e d b y m a cr o p h a g e s  ( 7 5). 

 

P D T t o xi cit y i s n ot o nl y m e di at e d b y a p o pt o si s b ut  a fr a cti o n of tr e at e d c el l s al s o u n-

d er g o e s n e cr o si s ( 4 7, 6 9).  F or a lo n g ti m e n e cr o si s w a s d e s cri b e d a s u n c o ntr oll e d 

d e c a y of c ell s , b ut r e c e nt st u di e s h a v e r e v e al e d t h at s o m e f or m s of n e cr o si s f oll o w a 

si g n al tr a n s d u cti o n p at h w a y ( 7 8). 

N e cr o si s  c a n  eit h er  b e  i n d u c e d  vi a  d e at h  r e c e pt or s  or  m or e  r el e v a nt  i n  A L A /P D T 

a g ai n vi a R O S  ( 7 8). O xi d ati v e str e s s pr o vo k e s D N A d a m a g e, mit o c h o n dri al d y sf u n c-

ti o n,  li pi d  p er o xi d ati o n  t h at  f urt h er  l e a d s  t o  d e st a bili z ati o n  of  pl a s m a  m e m br a n e s 

( 7 8).  

C ell s w hi c h u n d er g o n e cr o si s s w ell a n d t a k e a r o u n d f or m u ntil m e m br a n o u s di si n-

t e gr ati o n o c c ur s  ( 7 9). Rel e a s e  of c yt o s oli c c o nt e nt s a n d pr o i nfl a m m at or y m e di at or s 

i nt o t h e e xtr a c ell ul ar m atri x  e x pl ai n t h e a s s o ci at e d i nfl a m m ati o n  ( 7 9).  

 

T h e t hir d r el e v a nt c ell d e at h p at h w a y i s a ut o p h a g y t h at d e s cri b e s t h e d e gr a d ati o n of 

c ell ul ar c o m p o n e nt s i n a d o u bl e m e m br a n o u s a ut o p h a g o s o m e e n di n g i n a m a xi m u m 

e xt e nt i n s elf -di g e sti o n  ( 8 0). 

I n c a s e s of  diff er e nt p h y si ol o gi c al str e s s sit u ati o n s s u c h a s n utriti o u s s h ort a g e, D N A 

d a m a g e or h y p o xi a a ut o p h a g y c a n o c c ur  ( 8 0). I n a ut o p h a g y,  d y sf u n cti o n al c ell or g a-

n ell e s  or  pr ot ei n s  ar e  r e -c y cl e d  t o  pr o vi d e  e n er g y  a n d t o all o w  s h ort -t er m  s ur vi v al 

( 8 0, 8 1).  T h u s a ut o p h a g y r e pr e s e nt s eit h er a c yt o pr ot e cti v e  m e c h a ni s m t o st a n d b y 

n utri e nt s  d efi ci e n c y  or  d el a y s  a p o pt o si s  i n  pr ol o n g e d  s h ort a g e s  or  l e a d s  t o  a ut o -

di g e sti o n if c ell i s f urt h er e x p o s e d t o e xt e n si v e str e s s ( 8 0). 

I n A L A/P D T mit o c h o n dri al d a m a g e r e s ult s i n a d e cr e a s e of A T P  a n d a cti v at e s A M P -

a cti v at e d pr ot ei n ki n a s e ( A M P K)  ( 8 1). A M P K  h a s b e e n s h o w n t o i n d uc e a ut o p h a gi c 

c ell d e at h  ( 8 1). 

 

B e si d e s t h e s e dir e ct m e c h a ni s m s t o i n d u c e c ell d e at h A L A/P D T d e pl o y s f urt h er a nti -

t u m or eff e ct s. P h ot o d y n a mi c  t h er a p y  l e a d s  t o  v a s c ul ar  o c cl u si o n  of  t u m or  v e s s el s 

a n d e n h a n c e s i m m u n e r e a cti o n s  ( 8 2).  
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T h e  c o m bi n ati o n  of  p eri s hi n g  t u m or  c ell s,  t h e  r el e a s e  of  v a s o a cti v e  m ol e c ul e s  a n d 

d a m a g e  of  e n d ot h eli al  c ell s e x pl ai n s  d e c el er at e d  bl o o d  fl o w  ( 8 2). S u b s e q u e nt  h y-

p o x i a a n d/ or t hr o m b o si s i m p air s t u m or ti s s u e a n d it s r e gr o wt h ( 8 2, 8 3). 

T h e i m m u n ol o gi c al r e a cti o n aft er A L A/ P D T i s m ai nl y a s s o ci at e d wit h T -c ell r e a cti o n  

( 8 4). A L A/ P D T  c a u s e s  i n cr e a s e d mi gr ati o n  of n e utr o p hil s  a n d  r el e a s e  of  pr o -

i nfl a m m at or y c yt o ki n e s ( 8 4). Fr a g m e nt s of d e str o y e d t u m or c ell s pr o vi d e a nti g e n s t o 

d e n driti c  c ell s  (D C)  a n d  di s c h ar g e  of  str e s s  pr ot ei n s  ( 8 4).  F oll o wi n g  m at ur ati o n  of 

D C o c c ur s a n d l e a d s t o c yt ot o xi c T -c ell s a cti v ati o n i n t h e l y m p h ati c s y st e m  ( 8 4). In-

cr e a s e d affi nit y  of  D C s  t o  t u m or  c ell s  a n d  m at ur ati o n f oll o wi n g P D T  w a s  r e p ort e d 

( 8 4).   

 

1. 2. 5  P h ot o d y n a mi c di a g n o si s  

P h o t o d y n a mi c r e a cti o n c a n al s o b e u s e d i n di a g n o st i c s. T h er ef or e a P S, e. g. 5 -A L A 

a s  d e s cri b e d  a b o v e,  i s  a p pli e d  t o t h e  p ati e nt  a n d  a c c u m ul at e s  i n  t h e  t ar g et  ti s s u e 

( 8 5). Aft er ill u mi n ati o n wit h a p pr o pri at e w a v e l e n gt h t h e P S r e a c h e s it s si n gl et st at e 

a n d d e sir e s f or it s gr o u n d st at e  ( 8 5). I n c o ntr a st t o P D T P S l o s e s it s e n er g y b y fl uo-

r e s c e n c e e mi s si o n a n d m a k e s t h e t ar g et ti s s u e vi si bl e ( 8 5). U s u all y c ell s  e mitti n g 5 -

A L A i n d u c e d fl u or e s c e n c e a p p e ar bri g ht r e d-pi n k w h e n vi s u ali z e d wit h a n a p pr o pr i-

at e  o pti c  s y st e m  ( e. g.  mi cr o s o p e  wit h  s p e ci al  filt er s)  ( 8 5,  8 6).  U si n g  t hi s  t e c h ni q u e 

n e o pl a sti c  c ell s  w hi c h ar e diffi c ult  t o  di sti n g ui s h  fr o m  p h y si ol o gi c al  ti s s u e m a y b e 

d et e ct e d  ( 8 5). I n ur ol o g y fl u or e s c e n c e d et e cti o n i s u s e d t o r e v e al c ar ci n o m a i n sit u 

i n t h e bl a d d er ( 8 5). Al s o i n o p er ati v e s etti ng s fl u or e s c e n c e -g ui d a n c e i s u s e d t o e n-

s ur e n e g ati v e t u m or m ar gi n s  ( 8 5).  

I n  ne ur o s ur g er y  fl u or e s c e n c e -g ui d e d  s ur g er y  i n  gli o m a  h a s  b e c o m e  wi d el y  s pr e a d . 

St u m m er et al. ( 2 0 0 6) r e p ort e d in a p h a s e -III tri al a n  i n cr e a s e of c o m pl et e r e s e cti o n 

r at e  u si n g 5 -A L A  fr o m  3 5  %  t o 6 5  % ( 8 6).  A c c or di n gl y,  t h e 6  m o nt h s  pr o gr e s si o n 

fr e e s ur vi v al w a s 4 1  % v s. 2 1  % f or p ati e nt s r e s e ct e d u n d er fl u or e s c e n c e g ui d a n c e 

a s  c o m p ar e d t o  w hit e  li g ht  e x ci si o n ( 8 6). U s u all y 5 -A L A  i s  a p pli e d or all y  2. 5 -3. 5  h  

b ef or e  s ur g er y  ( 8 7).  I ntr a o p er ati ve  s ur gi c al mi cr o s c o p e s  ar e  e q ui p p e d  wit h  fl u or e s-

c e n c e  i m a gi n g  h ar d w ar e.  T h u s  fl u or e s ci n g  t u m or  ti s s u e  i s  vi s u ali z e d  a s  bri g ht  r e d -

pi n k  c ol or  i n c o m p ari s o n t o p h y si ol o gi c al br ai n t h at a p p e ar s d ar k bl u e  or bl a c k  ( 8 7). 

Int e n sit y  of  fl u or e s c e n c e  a n d  s ur g e o n s’  e x p eri e n c e  g ui d e s t h e e xt e nt  of r e s e cti o n.  
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R e c e ntl y, fi br e o pti c s  h a v e b e e n  d e v el o p e d f or m e a s uri n g fl u or e s c e n c e i nt e n sit y a n d 

m a ki n g a s s e s s m e nt m or e o bj e cti v e  ( 8 8). U ntil n o w m e ni n gi o m a s  ( 8 9-9 1) , c hil d h o o d 

br ai n  t u m or s  ( 9 2-9 4)  a n d  m et a st a s e s  ( 9 5-9 7)  h a v e  b e e n  r e p ort e d  t o  h ol d  p ot e nti al 

f or fl u or e s c e n c e-g ui d e d s ur g er y.  

 

1. 3  P D D a n d P D T a s p r o mi si n g a p p r o a c h e s i n t h e tr e at m e nt of 

c h o r d o m a s  

T h e diffi c ult bi ol o gi c al c h ar a ct er of c h or d o m a i s c h all e n gi n g a n d p ati e nt o ut c o m e i s 

still u n s ati sf yi n g d u e t o i n s uffi ci e nt a dj u v a nt tr e at m e nt o pti o n s.  

Hi g h r e c urr e n c e r at e s m a y b e r e d u c e d b y m a xi mi zi n g e x ci si o n w hil e pr e s er vi n g vit al 

str u ct ur e s. T hi s mi g ht b e i m pr o v e d b y fl u or e s c e n c e -g ui d a n c e. E s p e ci all y at t h e s k ull 

b a s e  pr o n e  t o  s ur gi c al  c o m pli c ati o n s,  P D D  mi g ht  b e  u s ef ul  t o  pr o vi d e  m or e  s af et y 

f or criti c al n e ur o-v a s c ul ar str u ct ur e s.  

A n ot h er cli ni c al a p pli c ati o n c o ul d b e t h e u s e of P D T i n c h or d o m a s. R e si d u al t u m or 

w hi c h i s u nr e s e ct a bl e or u n d et e ct e d t u m or c ell s c o ul d b e e xti n g ui s h e d b y A L A/ P D T. 

T h e cli ni c al pr a cti c e of P D T all o w s e v e n ill u mi n ati o n of r e s e cti o n c a vit y of u si n g t h e 

w or ki n g c h a n n el of mi ni m al i n v a si v e a p pr o a c h e s ( 9 8). It s bi ol o gi c al a n d hi st ol o gi c al 

f e at ur e s  m a k e  c h or d o m a s  a n  i d e al  t ar g et  f or  P D T.  M a cr o s c o pi c  a p p e ar a n c e  of 

c h or d o m a s i s al m o st tr a n s p ar e nt. Mi cr o s c o pi c c h ar a ct er of c h or d o m a s s h o w s l ar g e 

c ell s ri c h of v a c u ol e s. T hi s mi g ht all o w d e e p er p e n etr ati o n of l a s er li g ht.  
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2  O bj e cti v e of t hi s t h e si s  

 
 
W e i n v e sti g at e d t h e pr o mi si n g tr e at m e nt m o d alit y of 5 -A L A b a s e d P D T o n a h u m a n  

c h or d o m a c ell li n e. B a s e d o n e st a bli s h e d A L A/ P D T pr ot o c ol s of o ur i n stit u t e f or gli-

o m a,  m e ni n gi o m a  a n d  pit uit ar y  a d e n o m a,  w e  s o u g ht  t o  i n v e sti g at e  t h e  c h or d o m a 

c ell li n e s y st e m ati c all y:  

 

1. F l u or e sc e n c e a cti v ati n g c ell s orti n g ( F A C S) w a s u s e d t o a n al y s e  P P I X a c c u m ula-

ti o n aft er diff er e nt i n c u b ati o n ti m e s a n d t o e v al u at e gr a d e d d o s e s of 5 -A L A ,   

 

2.  P D T s e n si bilit y w a s  i n v e sti g at e d f or diff er e nt 5 -A L A c o n c e ntr ati o n s b y e v al u ati n g 

c ell s ur vi v al wit h s p e ctr o p h ot o m etr y aft er tr e at m e nt , 

 

3.  C ell c y cl e p h a s e at t h e ti m e of e x p eri m e nt s w a s  st u di e d t o el u ci d at e t h e bi ol o gi c al 

c h ar a ct eri sti c s of t hi s c h or d o m a c ell li n e.  

 

Fir st t h e l a b or at or y i n v e sti g ati o n s of i ntr a c ell ul ar a c c u m ul ati o n of P PI X a n d s e n si bi l-

it y of A L A/ P D T i n c o m bi n ati o n wit h t h e gr o wt h m a n n er of t hi s h u m a n c h or d o m a  c ell 

li n e  ar e  r e p ort e d.  S e c o n dl y,  t h e  r e s ult s  a n d p ot e nti al  ( pr e -)  cli ni c al a p pr o a c h e s  of 

A L A/ P D T a s a n e w tr e at m e nt m o d alit y of c h or d o m a ar e di s c u s s e d.  
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3  M at e ri al a n d M et h o d s  

3. 1  M at e ri al  

3. 1. 1  H u m a n c ell li n e  

T h e i m m ort ali z e d h u m a n c h or d o m a c ell li n e  U -C H 2  w a s  c o m m er ci all y a v ail a bl e a n d 

p ur c h a s e d at L ei b ni z I n st it ut e D S M Z-G er m a n C oll e cti o n of Mi cr o or g a ni s m a n d C ell 

C ult ur e s . I n  2 0 1 0, Br ü d erl ei n  S  et  al.  i s ol at e d  t hi s  c ell  li n e fr o m  a  r e c urr e nt  s a cr al 

c h or d o m a  o f a 7 2 y e ar s ol d f e m al e p ati e nt ( 9 9).  

 

F or  t h e  pr e s e nt  st u d y n o  et h i c al a p pr o v al  w a s  r e q uir e d  a s  t h e  e x p eri m e nt al  s et -u p 

w a s  li mit e d t o  a n i n  vitr o c ell  m o d el  a n d  p erf or m e d  wit h  a  c o m m er ci al l y a v ail a bl e 

t u m or c ell li n e. 

 

3. 1. 2  C h e mi c al s a n d r e a g e nt s  

 
P r o d u ct  C o m p a n y  C o u nt r y   

I s c o v e’ s m o difi e d m e di u m  GI B C O/I n vitr o g e n  Ir el a n d  

R P MI 1 6 4 0  GI B C O/I n vitr o g e n  Ir el a n d  

F et al b o vi n e s er u m  Bi o c hr o m  G er m a n y   

Gl ut a M A X ™ S u p pl e m e nt  GI B C O/I n vitr o g e n  Ir el a n d  

Z ell S hi el d ™  Mi n er v a Bi ol a b s  G er m a n y   

Tr y p L E ™ E x pr e s s E n z y m e  GI B C O/I n vitr o g e n  Ir el a n d  

D ul b e c c o’ s P h o s p h at e B uff er e d S ali n e ( P B S)  GI B C O/I n vitr o g e n  Ir el a n d  

D ul b e c c o’ s P h o s p h at e B uff er e d S ali n e ( D P B S)  Si g m a -Al dri c h  U S A   

Tr y p a n Bl u e s ol uti o n 0. 4  %  Si g m a -Al dri c h  U S A   

A q u a a d i ni e ct a bli a  Br a u n  G er m a n y   

C ell Pr olif er ati o n R e a g e nt W S T -1  R o c h e Di a g n o sti c s  S wit z erl a n d   

A L A p o w d er 5 0 0  m g  M er c k  G er m a n y   

7 0 % p ur e et h a n ol  C e ntr al p h ar m a c y U K D  G er m a n y   

M u s e
T M 

C ell c y cl e r e a g e nt  M er c k K G a A  G er m a n y   

P ar af or m al d e h y d e ( P F A); 4  %  Aff y m etri x/ U S B  U S A   

T a bl e 1 :  C h e mi c al s a n d r e a g e nt s  

 
3. 1. 3  C o n s u m a bl e s  
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P r o d u ct  C o m p a n y  C o u nt r y   

C ell C ult ur e Fl a s k T -7 5  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

C o ni c al T u b e s 5 0  ml  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

S af e -L o c k T u b e s, 1, 5  ml  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

9 6 -w ell c ell i m a gi n g pl at e, wit h li d, bl a c k wit h cl e ar F -

b ott o m, c o v er gl a s s b ott o m  

E p p e n d orf A G  G er m a n y   

P ol y pr o p yl e n e Li g ht Pr ot e cti o n T u b e s, c o ni c al b ott o m, 

br o w n  

Gr ei n er Bi o -O n e  A u stri a   

C -C hi p, N e u b a u er c o u nti n g c h a m b er  N a n o E n T e k I n c.  K or e a   

S er ol o gi c al Pi p et t es, 1 0  ml, 2 0  ml, 5 0  ml  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

e p D u alfilt er T.I. P. S
® 

0, 5 -2 0  µl  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

e p D u alfilt er T.I. P. S
® 

2 0 -3 0 0  µl  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

e p D u alfilt er T.I. P. S
® 

5 0 -1 0 0 0  µl  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

e p D u alfilt er T.I. P. S
® 

0, 1 -5  ml  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

E p p e n d orf C o m biti p s a d v a n c e d
®
, 2. 5 m L  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

E p p e n d orf C o m biti p s a d v a n c e d
®
, 5 m L  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

Gl a s s p a st e ur pi p et t es  Br a n d G m b H + C o K G  G er m a n y   

Cr y ot u b e vi ali s  N u n c A/ S  D e n m ar k   

Pi p ett e ti p s ( 2 0 µ l, 2 0 0 µ l, 1 0 0 0 µ l) St arl a b  G er m a n y   

Pl a sti c pi p ett e s ( 5 ml, 1 0 ml, 2 5 ml)  C or ni n g  U S A   

P ol y pr o p yl e n e r o u n d -b ott o m t u b e ( 5 ml)  B D Bi o s ci e n c e s  U S A   

Ti s s u e c ult ur e fl a s k s ( T 7 5, T 1 7 5)  Gr ei n er Bi o O n e  A u stri a   

T u b e ( 1 5 ml, 5 0 ml)  Gr ei n er Bi o O n e  A u stri a   

T a bl e 2:  C o n s u m a bl e s  

 

 

3. 1. 4  M e di u m  

 
M e di u m wit h s u p pl e m e nt s  

I s c o v e’ s M o difi e d D ul b e c c o’ s M e di u m (IM D M) a n d R P M 1 6 4 0 i n a r ati o 4: 1 . 

S u p pl e m e nt s: 2 0  % F B S, 5  % Gl ut a m a x, 5  % Z ell s hi el d . 

 

M e di u m wit h o ut s u p pl e m e nt s  

I s c o v e’ s M o difi e d D ul b e c c o’ s M e di u m (I M D M) a n d R P M 1 6 4 0 i n a r ati o  4: 1 . 
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3. 1. 5  I n str u m e nt s 

 
P r o d u ct  C o m p a n y  C o u nt r y   

C O 2  I n c u b at or Bi n d er G m b H  G er m a n y   

Fl u e w or k b e n c h, L a mi n air, H A 2 4 4 8  H er a e u s H ol di n g  G er m a n y   

W at er b at h W N B  M e m m ert G m b H + C o K G  G er m a n y   

M ulti p ett e  H er a e u s,  Si g m a,  H etti c h, 

S art ori u s  

G er m a n y   

E p p e n d orf R e s e ar c h
®
 pl u s pi p et t e, 0, 5-1 0  µ L  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

E p p e n d orf R e s e ar c h
®
 pl u s pi p et t e,  3 0-3 0 0 µ L  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

E p p e n d orf R e s e ar c h
®
 pl u s pi p et t e, 1 0-1 0 0 0  µ L  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

E p p e n d orf R e s e ar c h
® 

pl u s pi p et t e, 0, 5-5  m L  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

Pi p et c o ntr oll er s, a c c u -j et pr o, el e ctri c Br a n d G m b H + C o K G  G er m a n y   

T h er m o mi x er c o mf ort  E p p e n d orf A G  G er m a n y   

F a st Bi ot e c T o p Str e a m 3 0 0  F a st Bi ot e c L a b ort e c h ni k  G er m a n y   

M u s e
T M

 C ell A n al y z er  M er c k K G a A  G er m a n y   

L a s er, C er al a s, 6 3 5 n m  Bi olit e c A G  A u stri a   

L a s er fi b er, fr o nt al diff u s or  M e dli g ht S A  S wit z erl a n d   

Mi cr o pl at e R e a d er, M o d el 6 8 0 X R  Bi o -R a d L a b or at ori e s  G er m a n y   

Mi cr o s c o p e C K -2 T R  Ol y m p u s E ur o p e  G er m a n y   

Mi cr o s c o p e E cli p s e T S  Ni k o n G m b H  J a p a n   

R efri g er at or  Li e b h err -i nt er n ati o n al 

D e ut s c hl a n d G m b H  

G er m a n y   

Fr e e z er  Li e b h err -i nt er n ati o n al 

D e ut s c hl a n d G m b H  

G er m a n y   

C e ntrif u g e 5 8 1 0 R  E p p e n d orf  G er m a n y   

C O 2  i n c u b at or C B 2 1 0 Bi n d er  G er m a n y   

C O 2  i n c u b at or R e v c o Ulti m a T h er m o Fi s h er  S ci e ntifi c  G er m a n y   

C O 2  i n c u b at or T h er m o F or m a T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  G er m a n y   

C y A n A D P fl o w c yt o m et er  B e c k m a n -C o ult er  G er m a n y   

Fi n n pi p ett e s ( 1 0  µ l, 5 0 µ l, 2 0 0 µ l) T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  G er m a n y   

M ulti pi p ett e (t y p e M 4 a n d pl u s ) E p p e n d orf  A G  G er m a n y   

Pi p ett e c o ntr oll er A c u -j et Pr o ® Br a n d G m b H + C o K G  G er m a n y   

Pi p ett e c o ntr oll er Pi p et b o y ® a c u  I nt e gr a Bi o s ci e n c e  G m b H  G er m a n y   

Pi p ett e c o ntr oll er Pi p et u s ®  Hir s c h m a n n L a b or g er ät e  G er m a n y   

Pi p ett e s R e s e ar c h pl u s  ( 2, 5 µ l, 1 0 µ l, 1 0 0 µ l, 2 0 0 µ l,  E p p e n d orf  A G  G er m a n y   

1 0 0 0 µ l)    
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Ti s s u e c ult ur e h o o d Cl e a n Air C A/ R E 4  Cl e a n Air T e c h ni e k  N et h erl a n d s   

Ti s s u e c ult ur e h o o d L a mi n Air 1. 8  T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c  G er m a n y   

W at er b at h W N B 2 2  M e m m ert  G er m a n y   

T a bl e  3:  I n st r u m e nt s 

 
3. 1. 6  S oft w ar e s  

 
P r o d u ct  A p pli c ati o n  C o m p a n y  

E n d N ot e X 7 ®  R ef er e n c e m a n a g e m e nt  T h o m s o n  

NI S -El e m e nt s  B R  Mi cr o s c o p e -s oft w ar e  Ni k o n G m b H  

Mir cr o s oft E x c el 2 0 0 2  A n al y si s of P C R d at a  Mi cr o s oft  

S P S S  St ati sti c al a n al y si s a n d vi s u ali z ati o n  I B M 

Mi cr o pl at e m a n a g er  E LI S A  Bi o -R a d  

S u m mit 5. 2  Fl o w c yt o m etr y a n al y si s  S u m mit 5. 2  

T a bl e 4:  S oft w a r e s  

 

3. 2  M et h o d s  

3. 2. 1  C ell c ult ur e  

T h e c ell li n e  w a s  tr e at e d b a s e d o n t h e pr ot o c ol of Br u d erl ei n et al. ( 9 9) a n d m o difi e d 

a s m e nti o n e d b el o w. T h e U -C H 2 c ell s w er e c ult ur e d i n a h u mi difi e d i n c u b at or at 3 7  

° C u n d er 5  % C O 2 at m o s p h er e  a n d  m ai nt ai n e d i n I s c o v e’ s M o difi e d D ul b e c c o’ s M e-

di u m  (I M D M) a n d R P M 1 6 4 0 i n a r a ti o 4: 1 s u p pl e m e nt e d wit h 2 0 % F B S, 5  % Gl ut a-

m a x,  5  %  Z ell s hi el d ( m e di u m  wit h  s u p pl e m e nt s).  P a s s a g e s  w er e p erf or m e d  at  a 

c o nfl u e n c e r at e of 9 5 -1 0 0 % i n a s e v e n -d a y  c y cl e. T h er ef or e,  m e di u m w a s a s pir at e d 

a n d c ell s w er e w a s h e d wit h 1 5  ml P B S. 1 0  ml Tr y pl E  w a s u s e d t o d et a c h c ell s a n d 

i n c u b at e d  f or  9 mi n s.  F oll o wi n g  Tr y pl E  w a s  b uff er e d  wit h  1 0  ml  n e w m e di u m  wit h 

s u p pl e m e nt s  a n d  c ell  s u s p e n si o n  w a s  c ar ef ull y  r e -s u s p e n d e d.  T hi s  2 0  ml  c ell  s u s-

p e n si o n w a s c e ntrif u g e d at 3 7  ° C, 1 2 0 0 r p m f or 5 mi n s i n a 5 0  ml f al c o n t u b e. S u b-

s e q u e ntl y,  t h e  s u s p e n si o n w a s  a s pir at e d  a n d  t h e  c ell  p ell et  w a s  c ar ef ull y  r e -

s u s p e n d e d wit h n e w 1 0  ml m e di u m wit h s u p pl e m e nt s . T hi s n e w c ell s u s pe n si o n w a s 

s plit i n a r ati o 1: 2 i n n e w c ult ur e fl a s k s. 3 0  ml m e di u m wit h s u p pl e m e nt s  w er e a d d e d 

t o n e w  c ult ur e  fl a s k s. Aft er  3 -4  d a y s  m e di u m  w a s  a s pir at e d,  c ell s  w er e  w a s h e d  b y 
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1 5  ml P B S a n d 3 0  ml n e w m e di u m wit h s u p pl e m e nt s  w a s a d d e d. T h e d o u bli n g ti m e 

w a s 7 d a y s.  

 

3. 2. 2  E x p eri m e nt al s et -u p  of i n vitr o P D T  

C ell h ar v e sti n g  

At 9 5 -1 0 0 % c o nfl u e n c e  of c ell l a y er  t h e m e di u m w a s a s pir at e d. C ell s w er e w a s h e d 

b y 1 5  ml P B S a n d d et a c h e d b y r e g ul ar c ell c ult ur e pr ot o c ol  ( s e e 3. 2. 1 c ell c ult ur e). 

T h e 2 0  ml a m o u nt of c ell s u s p e n si o n w a s a d mi ni st er e d i nt o 5 0  ml F al c o n t u b e a n d 

c e ntrif u g e d at 3 7  ° C, 1 2 0 0 r p m f or 5 mi n s. M e di u m w a s a s pir at e d a n d c ell p ell et w a s 

c ar ef ull y r e -s u s p e n d e d wit h 5  ml n e w m e di u m wit h s u p pl e m e nt s .  

 

C ell c o u nti n g  

1  ml t r y p a n bl u e w a s dil ut e d wit h 1 ml P B S f or st ai ni n g t h e c ell s.  

5 0  µl of  c ell  s u s p e n si o n  a n d  1 5 0  µl of tr y p a n bl u e  dil uti o n  w a s  c ar ef ull y  r e -

s u s p e n d e d a n d u s e d f or c ell c o u nti n g. C ell c o u nti n g w a s p erf or m e d wit h t h e u s e of a 

N e u b a u er c o u nti n g c h a m b er  ( C-C hi p, N a n o E n T e k I n c. , K or e a)  

 

C ell s e e di n g  

C ell s  w er e  h ar v e st e d  a n d  k e pt  i n  c ell  dil uti o n.  If  n e e d e d  f urt h er dil uti o n  w a s  pr o-

c e e d e d t o  a c hi e v e t h e  f a v o ur e d  e x p eri m e nt al  c ell  d e n sit y. T h e  d efi n e d  c ell d e n sit y  

w a s  eit h er 3 0. 0 0 0 or 1 5. 0 0 0 c ell s p er w ell i n a v ol u m e of 1 0 0 µl. A n  e x p eri m e nt al 9 6 -

w ell p l at e w a s u s e d a n d 2 2 w ell s w er e s e e d e d  wit h c ell s  ( Fi g ur e 3).  

 

I m m e di at e cell s e e di n g w a s p erf or m e d t o pr e v e nt c ell s ettli n g. M ulti p ett e  ( E p p e n d orf 

A G, G er m a n y)  w a s u s e d t o fill t h e  r o w of 6 w ell s fr o m B 3 –  G 3 a n d f o ur q u a dr u pl et s 

i n t h e f oll o wi n g p o siti o n s wit h 1 0 0  µl d efi n e d c ell s u s p e n si o n : 

  

1.  q u a dr u pl et s  B 6, B 7, C 6, C 7  

2.  q u a dr u pl et s F 6, F 7, G 6, G 7  

3.  q u a dr u pl et s B 1 0, B 1 1, C 1 0, C 1 1  

4.  q u a dr u pl et s F 1 0, F 1 1, G 1 0, G 1 1  
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T h e  w ell s  fr o m  B 3 –  G 3  w er e  u s e d  f or  t h e  st a n d ar d  e xti n cti o n  of  u ntr e at e d  c ell s, 

t h er ef or e  d efi n e d  a s  ‘ st a n d ar d’.  T h e  f o ur  q u a dr u pl et s  w er e  eit h er  u s e d  f or e x p er i-

m e nt al  gr o u p s  u si n g  diff er e nt 5 -A L A  dil uti o n s  or  s er v e d  a s  n e g ati v e  c o ntr ol  gr o u p 

(“r a di ati o n o nl y ” or “5 -A L A  o nl y ”).  A d diti o n all y, a  r o w  of  6  w ell s fr o m  B 2 –  G 2 w a s 

fill e d wit h 1 0 0  µl m e di u m wit h s u p pl e m e nt s  p er w ell. T h e s e w ell s s er v e d t o a n al y z e 

e xti n cti o n of m e di u m wit h s u p pl e m e nt s  o nl y, d efi n e d a s ‘ bl a n k’.  T o pr e v e nt e v a p or a-

ti o n  o utli n e d  w ell s  w er e  fill e d  wit h  2 0 0 µl  of  P B S.  T hi s  p o siti o ni n g  of  e x p eri m e nt al 

w ell s, ‘ bl a n k’ a n d ‘ st a n d ar d’ all o w e d a s e c urit y di st a n c e of 2 w ell s t o mi ni mi z e s c a t-

t er e d r a di ati o n.  

 

Fi g. 3 :  S c h e m ati c ill u st r ati o n of t h e e x p e ri m e nt al 9 6 -w ell pl at e  
A li g ht pr ot e ct e d 9 6 -w ell pl at e w a s u s e d f or e x p eri m e nt al i n v e sti g ati o n of A L A/ P D T. Bl u e c ol or e d 
w ell s w er e fill e d wit h 2 0 0  µl  P B S t o pr e v e nt e v a p or ati o n. Y ell o w c ol or e d w ell s w er e u s e d f or e xti n cti o n 
of 1 5 0 µl m e di u m o nl y a n d or a n g e c ol or e d f or u ntr e at e d c ell s o nl y. R e d c ol or e d w ell s pr e s e nt t h e f o ur 
e x p eri m e nt al q u a dr u pl e t s. T h e di stri b uti o n all o w s a t w o w ell s af et y di st a n c e t o pr e v e nt s c att er e d r a d i-
ati o n.  
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I n c u b ati o n aft er s e e di n g 

T h e s e e d e d 9 6 -w ell -pl at e w a s i n c u b at e d f or 1 2 -1 8  h u n d er r e g ul ar c ult ur e c o n diti o n s  

(i n a h u mi difi e d i n c u b at or at 3 7  ° C u n d er 5  % C O 2  at m o s p h er e).  

 

Dil uti o n pr o c e s s of 5 -A L A  

5 0 0  m g 5 -A L A -p o w d er w a s  dil ut e d  i n  a t w o-st e p  pr o c e d ur e  t o  a c hi e v e  t h e  e x p er i-

m e nt al 5 -A L A  c o n c e ntr ati o n.  I n  a fir st  st e p 5 0 0 m g 5 -A L A -p o w d er  w a s  di s s ol v e d  i n  

1 0  ml  a q u a a d i ni e ct a bli a a n d  i n a s e c o n d st e p dil uti o n w a s p erf or m e d wit h I M D M: 

R P MI 1 6 4 0  ( 4: 1).  5 0  µl  of  t h e 5 -A L A dil uti o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  e x p eri m e nt al  w ell s 

c o nt ai ni n g  1 0 0  µl  of  m e di u m  a n d  c ell s. T h e  fi n al 5 -A L A  c o n c e ntr ati o n  i n  t h e  w ell s 

w a s a s i n di c at e d.  

E a c h  q u a dr u pl et  c o nt ai n e d  o n e 5 -A L A -dil uti o n  or w a s  h ol d  a s  n e g ati v e  c o ntr ol  f or 

r a di ati o n wit h o ut 5 -A L A, t h e n 5 0  µl p er w ell m e di u m wit h o ut s u p pl e m e nt s  w er e a d d-

e d or a n e g ati v e c o ntr ol of 5 -A L A wit h o ut r a di ati o n, t h e n 5 -A L A -dil uti o n w a s a d d e d.  

Aft er a d mi ni st eri n g t h e 9 6 -w ell pl at e w a s s h a k e n o n t h e t h er m o s-mi x er at 3 7  ° C, at 

6 0 0   r p m f or 2  mi n s.  

 

A L A -i n c u b ati o n 

Dir e ct  aft er 5 -A L A -dil uti o n  or m e di u m  wit h o ut  s u p pl e m e nt s  9 6 -w ell pl at e  w a s  i n c u-

b at e d i n t h e d ar k f or 6  h u n d er r e g ul ar c ult ur e c o n diti o n s ( i n a h u mi difi e d i n c u b at or at 

3 7  ° C u n d er 5  % C O 2 at m o s p h er e ). 

 

R a di ati o n  

Aft er c ell s w er e i n c u b at e d wit h 5 -A L A -dil uti o n  t h e 9 6-w ell pl at e w a s s et i n o ur r a di a-

ti o n s et-u p a n d t h e q u a dr u pl et s w er e r a di at e d wit h a w a v el e n gt h  of 6 3 5 n m f or 6 2 5  s 

a n d 1 W. T h e di st a n c e b et w e e n l a s er  pr o b e a n d t h e b ott o m of t h e 9 6 -w ell pl at e w a s 

9 3  m m , w hi c h r e s ult e d i n a fl u e n c e of 1 8 .7 5 J/ c m 2 .  

 

T h e  or d er  of  r a di ati o n  w a s:  1.  Q u a dr u pl et ->  2.  Q u a dr u pl et ->  4.  Q u a dr u pl et ->  3. 

Q u a dr u pl et.  R a di ati o n  w a s d eli v er e d  at  r o o m  t e m p er at ur e  a n d i n  a n o n -st eril e  s e t-

ti n g.  
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Fi g.  4 : I r r a di ati o n s et u p:  L a s e r  (l eft),  fi b e r gl a s s  p r o b e  ( bl u e),  i r r a di ati o n  c h a m b e r  f o r  9 6 -w ell 
pl at e  ( ri g ht) . 
 

 

I n c u b ati o n P o st-P D T  

Aft er  r a di ati o n , t h e  9 6-w ell pl at e  w a s  st or e d  f or  2 4  h  u n d er  st a n d ar d  c ult ur e  c o n d i-

ti o n s: i n a h u mi difi e d i n c u b at or at 3 7  ° C u n d er 5  % C O 2 at m o s p h er e . 

 

W S T -1 A s s a y  

W at er  s ol u bl e  t etr a z oli u m  s alt -1  ( W S T-1) a s s a y  i s  a  c ell  pr olif er ati o n r ea g e nt.  T h e 

a s s a y i s b a s e d o n t h e m et a b oli s m of t etr a z oli u m s alt s t o r e d c ol o ur e d f or m a z a n b y 

t h e mit o c h o n dri al d e h y dr o g e n a s e s of vi a bl e c ell s. T h e a m o u nt o f pr o d u c e d f or m a z a n 

c orr e s p o n d s t o t h e q u a ntit y of vi a bl e c ell s. S p e ctr o p h ot o m etr y i s u s e d t o q u a n tif y t h e 

a m o u nt  of  f or m a z a n  d y e  at  a  s p e cifi c  w a v el e n gt h  b y  a n E LI S A  r e a d er  ( Mi cr o pl at e 

R e a d er, M o d el 6 8 0 X R, Bi o -R a d L a b or at ori e s, G er m a n y) .  

I n o ur e x p eri m e nt al s et u p 2 4  h aft er r a di ati o n 1 5  µl p er W ell of W S T -1 a s s a y w er e 

a d d e d  t o  t h e  si x  bl a n k  w ell s,  si x  st a n d ar d  w ell s  a n d  t h e  e x p eri m e nt al  w ell s  of  t h e 

q u a dr u pl et s.  

F oll o wi n g t h e 9 6 -w ell pl at e w a s mi x e d o n t h e t h er m o s  mi x er at 3 7  ° C, 6 0 0  r p m f or 6 

mi n s. Aft er t h e mi xi n g pr o c e d ur e t h e 9 6 -w ell pl at e w a s i n c u b at e d u n d er r e g ul ar c u l-
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t ur e c o n diti o n s (i n a h u mi difi e d i n c u b at or at 3 7  ° C u n d er 5  % C O 2 at m o s p h er e ) f or 3 0 

mi n s. S u b s e q u e ntl y , t h e 9 6 -w ell -pl at e  w a s mi x e d  a g ai n  o n t h e t h er m o s  mi x er at 3 7  

° C, 6 0 0  r p m f or 6 mi n s. I n dir e ct s eri e s W S T -1 A s s a y r e a d o ut w a s p erf or m e d  i n o ur 

E LI S A r e a d er a n d e xti n cti o n s  d at a  w er e s a v e d i n Mi cr o s oft E x c el.  

 

St ati sti c al a n al y si s  

D at a w a s a n al y z e d u si n g S P S S st ati sti c s  (V er si o n 2 2  a n d 2 5 , I B M, U S A). F or c om-

p ari s o n  of  d at a,  t w o -w a y  A N O V A,  B o nf err o ni' s  p o st -h o c  m ulti pl e  c o m p ari s o n  t e st 

a n d t h e M a n n -W hit n e y -U t e st w er e u s e d. U nl e s s st at e d ot h er wi s e, d at a ar e pr e s e n t-

e d a s m e a n ± st a n d ar d err or of t h e m e a n ( S E M) f or t h e n u m b er of e x p eri m e nt s i n d i-

c at e d.  

 

Mi cr o s c o p i c e v al u ati o n 

Mi cr o s c o pi c e v al u ati o n w a s p erf or m e d d uri n g c ell c ult uri n g, aft er c ell s e e di n g, b ef or e 

5 -A L A i n c u b ati o n, b ef or e W S T -1 a s s a y i n c u b ati o n a n d aft er W S T -1 a s s a y r e d o ut.  

B ef or e 5 -A L A -a d mi ni str ati o n  a n d  aft er  2 4  h  p o st  r a di ati o n  mi cr o s c o pi c  e v al u at i o n 

w a s  p erf or m e d  a n d  d o c u m e nt e d  wit h t h e  mi cr o s c o p e-s oft w ar e  ( NI S -El e m e nt s  B R , 

Ni k o n G m b H , G er m a n y). 

 

3. 2. 3  Fl u or e s c e n c e a cti v ati n g c ell s orti n g  

F A C S w a s p erf or m e d i n c o o p er ati o n wit h P D Dr. r er. n at. R ü di g er S or g a n d L ar a 

E b b ert of t h e  I n stit ut e of Tr a n s pl a nt ati o n Di a g n o sti c s a n d C ell T h er a p e uti c s, H ei n-

ri c h-H ei n e -U ni v er sit y D ü s s el d orf.  

 
C ell h ar v e sti n g  

C ell s w er e h ar v e st e d aft er 7 -8 d a y s c ult uri n g a c c or di n g t h e st a n d ar d c ell h ar v e sti n g  

pr ot o c ol  m e nti o n e d  i n t h e m et h o d s  c h a pt er  ( 3. 2. 2 ) “E x p eri m e nt al  s et -u p  of  i n  vitr o 

P D T ”. C ell s w er e c o u nt e d a n d a c ell c o n c e ntr ati o n of 1 0 0. 0 0 0  c ell s/ ml w a s  k e pt i n a 

5 0  ml f al c o n t u b e.  
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A L A -dil uti o n pr o c e s s a n d i n c u b ati o n  

5 -A L A -dil uti o n w a s p erf or m e d a c c or di n g t o t h e pr ot o c ol m e nti o n e d a b o v e i n c h a pt er  

(3. 2. 2 ) “E x p eri m e nt al  s et -u p  of  i n  vitr o  P D T ”.  E x p eri m e nt al  gr o u p s  of  1 0 0. 0 0 0 

c ell s/ ml w er e i n c u b at e d wit h c o n c e ntr ati o n s of 0, 1 0, 2 0, 3 0 , 4 0, 5 0 µ g/ ml of 5 -A L A i n 

m e di u m wit h o ut s u p pl e m e nt s  f or 4 h a n d 6  h. I n c u b ati o n w a s u n d er li g ht pr ot e ct e d 

st a n d ar d c ult ur e c o n diti o n s a n d t er mi n at e d b y a w a s hi n g pr o c e s s u si n g P B S.  

 

Fl o w c yt o m etr y  

F oll o wi n g t h e 5 -A L A -i n c u b ati o n c ell s w er e fi x e d wit h 1 0 0  µl 4  % P F A. C ell s tr e at e d 

wit h  0  µ g/ ml  of 5 -A L A  s er v e d  a s  n e g ati v e  c o ntr ol  gr o u p.  Fl o w  c yt o m etr y  w a s  p e r-

f o m e d u si n g C y A n at L P 6 7 0/ 5 0  a n d t h e w a v el e n gt h of e x cit ati o n w a s 4 0 5  n m.   

 
3. 2. 4  C ell c y cl e a n al y si s  

C ell h ar v e sti n g  

C ell s w er e h ar v e st e d a s d e s cri b e d i n c h a pt er ( 3. 2. 2 ) “E x p eri m e nt al s et u p of i n vitr o 

P D T ” u n d er t h e s e cti o n ‘ c ell h ar v e sti n g’. Or c ell s w er e u s e d fr o m ‘ c ell dil uti o n’ of ex-

p eri m e nt al s et u p s.  

 

C ell w a s hi n g  

C ell  dil uti o n  i n  a  d e n sit y  of  5 0 0. 0 0 0 -1. 0 0 0. 0 0 0/ ml  w e r e  n e e d e d  a n d  c o nt ai n e d  i n  a 

1 5 ml F al c o n t u b e. C ell  dil uti o n w a s c e ntrif u g e d f or 5  mi n, 3 7  ° C, 2 0 0 x G ( 1 1 2 0  r p m) 

a n d s u b s e q u e ntl y s u p er n at a nt w a s a s pir at e d. 1  ml P B S w a s a d d e d t o c ell p ell et a n d 

g e ntl y r e -s u s p e n d e d. W h e n r e a c hi n g a h o m o g e n o u s c ell dil uti o n a g ai n c e ntrif u g ati o n 

w a s p erf or m e d a c c or di n g t h e s a m e pr ot o c ol ( 5  mi n s, 3 7  ° C, 2 0 0 x G ( 1 1 2 0  r p m)). 

 

C ell fi x ati o n  

M o st of t h e s u p er n at a nt w a s a s pir at e d e x c e pt f or 5 0 -1 0 0 µl t h at w er e l eft. C ell p ell et 

w a s g e ntl y r e -s u s p e n d e d i n t hi s dil uti o n u ntil r e a c hi n g a h o m o g e n o u s c ell dil uti o n.  

C ell dil uti o n w a s t a k e n u p i nt o pi p et t e ti p a n d sl o wl y dri p pe d i n 1 ml, -2 0  ° C c ol d 7 0  

%  et h a n ol  u n d er  c o nti n u o u s  a git ati o n  o n  t h e  v ort e x er. C ell s  w er e  fi x at e d  i n -2 0  ° C 

et h a n ol f or at l e a st 3  h.  
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C ell st ai ni n g  

2 0 0  µl of t h e fi x at e d c ell dil uti o n w a s c e ntrif u g e d f or 5 mi n s, 3 7  ° C a n d 3 0 0 x G. S u-

p er n at a nt  w a s  a s pir at e d  a n d  2 5 0  µl  P B S  w a s  a d d e d  t o  w a s h  c ell s.  C ell  p ell et  w a s 

g e ntl y r e -s u s p e n d e d u ntil h o m o g e n o u s c ell dil uti o n w a s a c hi e v e d. A g ai n,  c e ntrif u g a-

ti o n w a s p erf or m e d a c c or di n g t h e s a m e pr ot o c ol ( 5 mi n s, 3 7  ° C, 3 0 0 x G). S u p er n a-

t a nt w a s a s pir at e d a n d 2 0 0 µl of M u s e c ell c y cl e  r e a g e nt w a s a d d e d a n d g e ntl y r e-

s u s p e n d e d.  C ell s  w er e  i n c u b at e d  f or  st ai ni n g  f or  3 0  mi n s  u n d er  li g ht  pr ot e cti o n  at 

r o o m t e m p er at ur e.   

 

C ell c y cl e r ea d o ut  

St ai n e d c ell s w er e s h a k e d u si n g t h e v ort e x er a n d t h e n r e a d o ut b y M u s e T M  C ell A n a-

l y z er.  

 

Pri n ci pl e  

M u s e c ell c y cl e r e a g e nt st ai n s D N A of c ell s at diff er e nt st a g e of c ell c y cl e. T h e r e a-

g e nt i s b a s e d o n pr o pi di u m i o di d e, w hi c h i nt er c al at e s of D N A. A c c or di n g t o c ell c y cl e 

p h a s e c hr o m o s o m al c o nt e nt i s s y nt h e si z e d i n S -p h a s e a n d i s c o m pl et el y d o u b l e d i n 

G 2 -p h a s e.  B a s e d  o n  t hi s,  fl u or e s c e n c e  of  c ell s  i n  S -p h a s e  i s  hi g h er  c o m p ar e d  t o 

G 1/ G 0 -p h a s e a n d c ell s i n G 2 -p h a s e ar e d et e ct e d a s e v e n hi g h er . B y u si n g R N A s e A 

st ai ni n g i s m or e s p e cifi c.  

 

3. 2. 5  St ati sti c al A n al y si s  

F or  st ati sti c al  a n al y si s  a n d  pl otti n g S P S S  St ati sti c s  ( v er si o n  2 2  a n d 2 5 , I B M,  U S A) 

w a s  u s e d.  D at a  w er e  c h e c k e d  f or  n or m al  di stri b uti o n  u si n g  K ol m o g or o v -S mir n o v -Z 

a n d  S h a pir o -Wil k  t e st.  F or c o m p ari s o n,  m ulti -v ari a nt  A N O V A  a n d  p o st -h o c  B o nf e r-

r o ni t e st s w er e p erf or m e d. D at a ar e s h o w n a s m e a n ± st a n d ar d err or of m e a n ( S E M) 

ot h er wi s e  v al u e s  ar e  i n di c at e d. Si g nifi c a n c e  w a s  s et  f or  p ≤   0. 0 5  a n d  hi gh  si g nif i-

c a n c e  f or p ≤  0. 0 1.  

St ati sti c al a n al y si s a n d gr a p hi c ill u str ati o n of r e s ult s w a s p erf or m e d i n c oll a b or ati o n 

wit h  P D  Dr.  r er. n a t.  R ü di g er  S or g a n d  t h e I n stit ut e  of  Tr a n s pl a nt ati o n  Di a g n o sti c s 

a n d C ell T h er a p e uti c s  of t h e H ei nri c h -H ei n e -U ni v er sit y, D ü s s el d orf  a s affili ati o n.  
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4  R e s ult s  

 

4. 1  F A C S d et e ct e d P P I X a c c u m ul ati o n i n c h o r d o m a U -C H 2  c ell s  

U -C H 2  c ell  li n e  w a s  i n c u b at e d  wit h  0;  1 0;  2 0;  3 0;  4 0  a n d  5 0  µ g/ ml  of 5 -A L A ,  re-

s p e ci v el y . A c c or di n g t o o ur  i n stit ut e’s pr ot o c ol f or gli o m a, m e ni n gi o m a a n d pit uit ar y 

a d e n o m a c ell s  w er e  i n c u b at e d  f or  4  h  i n  gr o u p  A  a n d  f or  6  h  i n  gr o u p  B.  S u b s e-

q u e n tl y, c ell s w er e s c a n n e d b y fl o w  c yt o m etr y. I n Fi g.  5  a r e pr e s e nt ati v e s a m pl e of 

fl u or e s c e n c e  d et e cti o n i s  s h o w n. F l u or e s c e n c e  i nt e n sit y a n d  t h e  fr a cti o n  of  fl u o-

r e s ci n g c ell s w er e  m e a s ur e d. Fi g. 6  di s pl a y s t h e m e a n fl u or e s c e n c e i nt e n sit y ( M FI) 

of  gr o u p A a n d B ( n = 7). Fi g. 7  s h o w s t h e fr a cti o n of fl u or e s ci n g c ell s i n b ot h e x p er i-

m e nt al gr o u p s  ( n = 7).  

Aft er  e x o g e n o u s 5 -A L A  a p pli c ati o n t o U -C H 2  c ell s P P I X  a c c u m ul at e d  do s e -

d e p e n d e ntl y  i n gr o u p A a n d B ( A N O V A, p < 0. 0 0 0 1). T h er e w a s n o si g nifi c a nt diff e r-

e n c e  b et w e e n  gr o u p  A  a n d  B  f or  l o w  c o n c e ntr ati o n s  of  1 0  a n d  2 0  µ g/ ml  of 5 -A L A . 

F or hi g h er c o n c e ntr ati o n s  ≥  3 0 µ g/ ml of 5 -A L A w e f o u n d a si g nifi c a nt i n cr e a s e d M FI 

of  gr o u p  B  ( 6  h  i n c u b ati o n  t im e)  i n  c o m p ari s o n  t o  gr o u p  A  ( 4  h  i n c u b ati o n  ti m e) 

(A N O V A/ B o nf err o ni’ s;  p ≤   0. 0 5). T h e  fr a cti o n  of  fl u or e s ci n g  c ell s  i n cr e a s e d si g n ifi-

c a nt d o s e -d e p e n d e ntl y fr o m 0; 1 0; 2 0; 3 0  µ g/ ml  of 5 -A L A i n e x p eri m e nt al gr o u p A ( 4  

h i n c u b ati o n ti m e) a n d si m ult a n e o u sl y fr o m 0; 1 0; 2 0  µ g/ ml i n  e x p eri m e nt al gr o u p  B 

( 6 h i n c u b ati o n ti m e) ( A N O V A/ B o nf err o ni’ s; p ≤  0. 0 5). Hi g h er 5 -A L A d o s e s r e a c h e d 

a pl at e a u  fr o m 4 0 µ g/ ml i n  gr o u p A  a n d alr e a d y fr o m 3 0  µ g/ ml i n gr o u p B.  T h e fr a c-

ti o n of fl u or e s ci n g c ell s of gr o u p A a n d gr o u p B diff er e d si g nifi c a ntl y f or 0; 1 0, 2 0, 3 0 ; 

4 0  µ g/ ml ( T -t e st; p ≤  0. 0 5). T h e pr ol o n g e d i n c u b ati o n l ed t o a n e arli er pl at e a u of 3 0  

µ g/ ml i n c o m p aris o n t o 4 0  µ g/ ml i n gr o u p A. T h e pr ol o n g e d i n c u b ati o n ti m e of 6  h l e d 

t o l ar g er fr a cti o n s of fl u or e s ci n g c ell s e s p e ci all y f or l o w er 5 -A L A c o n c e ntr ati o n s  ( Fi g. 

7) .  
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Fi g.  5 : R e p r e s e nt ati v e  hi st o g r a m  of  P P I X  a c c u m ul ati o n  i n  U-C H 2  c ell s  aft e r  4  h  (l eft  c ol u m n) 
a n d 6  h ( ri g ht c ol u m n) 5 -A L A i n c u b ati o n ti m e.  
Fl o w c yt o m etr y w a s  u s e d t o m e a s ur e P P I X a c c u m ul ati o n aft er 5 -A L A i n c u b ati o n f or diff er e nt d o s e s. 
U ntr e at e d c ell s ( cl e ar hi st o gr a m) ar e s h o w n a s c o m p ar ati v e gr o u p t o e x p eri m e nt al gr o u p s ( gr e y hi s-
t o gr a m); x-a xi s:  m e a n fl u or e s c e n c e i nt e n sit y  , y-a xi s:  g at e d c ell s .( C or n eli u s et al. 2 0 1 7 ( 1 0 0))  

 

 

 

g
at

e
d 

c
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m e a n fl u o r e s c e n c e i nt e n sit y [ M FI]  
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Fi g. 6 : M e a n fl u o r e s c e n c e in t e n sit y (M FI ) of a c c u m u l at e d P PI X aft e r 4 h ( g r e y b o x pl ot s) a n d 6  
h ( bl a c k b o x pl ot s) 5 -A L A i n c u b ati o n ti m e.  
S e v e n i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d u si n g 5 -A L A d o s e s fr o m 1 0 µ g/ ml t o 5 0 µ g/ ml. U -
C H 2 c ell s w er e i n c u b at e d eit h er f or 4  h or f or 6  h a n d f oll o wi n g M FI w a s m e a s ur e d b y fl o w c yt o m etr y.  
P oi nt s m ar k e d wit h 9, 2 7 a n d 3 4 ar e st ati sti c al o utli er s.  
* i n di c at e s si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n e x p eri m e nt al gr o u p A a n d B.  
 

 
 

* 
*  

} 

} 
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Fi g. 7 : M e a n  f r a cti o n s of fl u o r e s ci n g c ell s aft e r i n c u b ati o n of g r a d e d 5 -A L A d o s e s f o r   4  h a n d 
6  h ( n = 7).   
Fr a cti o n of fl u or e s ci n g U -C H 2 c ell s w a s d et e ct e d af t er 5 -A L A i n c u b ati o n ti m e of 4  h ( c o nti n u o u s li n e) 
a n d 6  h ( di s c o nti n u o u s li n e) b y fl o w c yt o m etr y.  
* i n di c at e s si g nifi c a nt diff er e n c e b et w e e n e x p eri m e nt al gr o u p A a n d B . 

  

* 
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4. 2  A L A/ P D T effi c a c y o n c h o r d o m a U -C H 2  c ell s  

T h er e  w er e  t w o  e x p eri m e nt al  gr o u p s : o n e  gr o u p  wit h  l o w  c ell  d e n sit y  ( gr o u p  C, 

1 5. 0 0 0 c ell s/ w ell) a n d o n e gr o u p wit h hi g h c ell d e n sit y ( gr o u p D, 3 0. 0 0 0 c ell s/ w ell). 

B a s e d  o n o ur fi n di n g s of s u p eri or P P I X a c c u m ul ati o n a fter  pr ol o n g e d i n c u b ati o n ti m e 

w e i n c u b at e d c h or d o m a U -C H 2 c ell s f or A L A/ P D T wit h d o s e s of 1 5, 3 0, 4 0 a n d 5 0  

µ g/ ml  of 5 -A L A  f or  6  h ,  r e s p e cti v el y. S u b s e q u e ntl y,  c ell s  w er e  ill u mi n at e d  b y  l a s er 

li g ht  of  6 3 5 n m w a v el e n gt h  f or  6 2 5 s. Aft er ill u mi n ati o n  c ell s  w er e  c ult ur e d u n d er 

st a n d ar d c o n diti o n s  f or 2 4 h b ef or e a s s e s si n g c ell vi a bilit y.  

Fi g. 8  s h o w s m e a n c ell vi a bilit y of b ot h e x p eri m e nt al g r o u p s 2 4 h aft er ill u mi n ati o n ( n 

≥  6). 

I n  bot h  e x p eri m e nt al  gr o u p s  a  d o s e -d e p e n d e nt  d e cr e a s e  o f  c ell  vi a bilit y  w a s  ob-

s er v e d ( A N O V A, p < 0. 0 0 0 1).  Gr o u p D, hi g h c ell d e n sit y w a s si g nifi c a ntl y m or e s e n-

siti v e t o A L A/ P D T u si n g c o n c e ntr ati o n s of ≥  3 0 µ g / ml (A N O V A/ B o nf err o ni p ≤  0. 0 0 1). 

I n  l ow er  c o n c e ntr ati o n s,  1 5  µ g/ ml  of 5 -A L A,  t h e  d e cr e a s e d  c ell  vi a bilit y  of  3 0. 0 0 0 

c ell s/ w ell i n c o m p ari s o n t o 1 5. 0 0 0 c ell s/ w ell w a s n ot si g nifi c a nt . 

I n  b ot h  e x p eri m e nt al  gr o u p s  n e g ati v e  c o ntr ol s  w er e  e x a mi n e d  wit h  l a s er  irr a di ati o n 

o nl y  a n d  5 -A L A  o nl y.  N o  si g nifi c a nt  l et h al  eff e ct  w a s  o b s er v e d  i n c ell s  tr eat e d  wit h 

irr a di ati o n  o nl y.  Ex p eri m e nt s p e rf or m e d wit h 5 0  µ g/ ml  of 5 -A L A o nl y  s h o w e d  a  c ell 

vi a bilit y i n gr o u p D  of 9 1. 8 5 %  a n d gr o u p C  of 9 2. 6 6 %  aft er tr e at m e nt . 



R e s ult s  

3 1  

 
 
Fi g.  8 :   M e a n  c ell ul a r  s u r vi v al  r at e s  of  U -C H 2  c ell s  t r e at e d  wit h  diff e r e nt  c o n c e nt r ati o n s  of 
A L A/ P D T ( n ≥ 6).  
E x p eri m e nt al gr o u p s of 1 5 0 0 0 c ell s/ w ell ( di s c o nti n u o u s li n e) a n d 3 0 0 0 0 c ell s/ w ell ( c o nti n u o u s li n e ) 
s h o w e d  diff er e nt  s e n siti vit y  t o  A L A/ P D T  aft er  6  h  i n c u b ati o n  ti m e.  *  i n di c at e s  si g nifi c a nt  diff er e n c e 
b et w e e n b ot h  e x p eri m e nt al gr o u p s.  

 

Fi g. 9  d e m o n str at e s t h e c orr el ati o n of M FI t o c ell s ur vi v al. A n e g ati v e li n e ar c orr el a-

ti o n c a n b e o b s er v e d of M FI a n d c ell s ur vi v al ( p < 0. 0 5; r2  = 0. 9 9 7) .   

A  li g ht  mi cr o s c o pi c  e v al u ati o n  w a s  p erf or m e d  b ef or e  tr e at m e nt  a n d  2 4  h  aft er  irr a-

di a ti o n. Fi g.  1 0  s h o w s  r e pr e s e nt ati v e s  s a m pl e s  of  b ot h  e x p eri m e nt al  gr o u p s.  T h e 

i m a g e A s h o w s t h e c o nti n u o u s c ell l a y er of gr o u p D b ef or e tr e at m e nt a n d n u m er o u s 

r o u n d c o nfi g ur e d c ell s aft er irr a di ati o n i n i m a g e C. I n c o ntr a st i n i m a g e B wi d e i nt er-

c ell ul ar g a p s b ef or e tr e a t m e nt of e x p eri m e nt al gr o u p B c a n b e s e e n a n d f e w n or m al 

c o nfi g ur e d c ell s aft er irr a di ati o n ar e s h o w n i n i m a g e D. 

*  *  

*  
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Fi g. 9:  M e a n v al u e s of c ell s u r vi v al ( g r o u p D) i n c o r r el ati o n of M FI ( g r o u p B) . 
T h e m e a n v al u e of A L A/ P D T of t h e gr o u p of hi g h c ell d e n si t y ( gr o u p D) w a s pl ott e d a g ai n st t h e M FI 
r e p ort ed aft er a 6 h i n c u b ati o n ti m e ( e x p eri m e nt al gr o u p B) ( p < 0. 0 5; r

2
 = 0. 9 9 7).    
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Fi g. 1 0 : Li g ht  mi c r o s c o pi c e v al u ati o n of U -C H 2 c h o r d o m a c ell s b ef o r e a n d 2 4  h aft e r A L A/ P D T 
( m a g nifi c ati o n 1 0 0-f ol d, u n st ai n e d) . 
A : e x p eri m e nt al gr o u p of hi g h c ell d e n sit y b ef or e A L A/ P D T; B : e x p eri m e nt al gr o u p of l o w c ell d e n sit y 
b ef or e  A L A/ P D T;  C : e x p eri m e nt al  gr o u p  of  hi g h  c ell  d e n sit y  2 4  h  aft er  A L A/ P D T;  D : e x p eri m e nt al 
gr o u p of l o w c ell d e n sit y 2 4  h aft er A L A/ P D T.  A a n d B s h o w c ell l a y er b ef or e tr e at m e nt. I n A n o i nt e r-
c ell ul ar g a p i s o b s er v e d i n c o ntr a st t o B. C s h o w s s w oll e n c ell s i n di c ati n g s u c c e s sf ul c ell d e at h  aft er 
tr e at m e nt. I n D a l ar g e fr a cti o n of r e g ul ar c o nfi g ur e d c ell s  wit h wi d e i nt er c ell ul ar s p a c e r e m ai n s aft er 
tr e at m e nt.  

 
 

4. 3  C ell c y cl e A n al y s is  

C h or d o m a  U -C H 2  c ell’ s  c y cl e  p h a s e  w a s  a n al y z e d  at  t h e  ti m e  of c ell  s e e di n g  f or 

A L A/ P D T  e x p eri m e nt s . T h er ef or e,  c h or d o m a  U -C H 2  c ell s  w er e  fi x e d,  st ai n e d  a n d 

c ell c y cl e p h a s e w a s i d e ntif i e d. W e f o u n d t h at 7 5. 5 3 % w er e i n G 1/ G 0 -p h a s e, 7. 7 9  

% i n S -p h a s e a n d 1 6. 6 7  % i n G 2/ M -p h a s e.  T h e s e fi n di n g s ar e  s u m m ari z e d i n Fi g. 

1 1 .  
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Fi g . 1 1 :  M e a n f r a cti o n s of c ell c y cl e p h a s e aft e r 8  d a y s of  c ult u ri n g ( n = 1 2).  
N ot e: e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d at t h e s a m e p oi nt of ti m e.  

 

5  Di s c u s si o n  

O ur  st u d y  s h o w e d  t h at P P I X a c c u m ul at e d d o s e -d e p e n d e ntl y i n  c h or d o m a  U-C H 2 

c ell s aft er  e x o g e n o u s 5 -A L A  a p pli c ati o n.  It  w a s  d e m o n str at e d  t h at  a c c u m ul a ti o n of 

5 -A L A aft er 6  h i s s u p eri or t o c o m m o nl y u s e d 3 -4  h  of i n c u b ati o n ti m e f or ot h er tu-

m or e ntiti e s  ( 1 0 1-1 0 4) . C ell  s ur vi v al  f oll o w e d  a  d o s e -d e p e n d e nt  m a n n er.  Hi g h  c ell 

d e n sit y  i n  t hi s i n  vitr o m o d el  w a s  m or e  s e n siti v e  t o  A L A/ P D T  i n  c o m p ari s o n  t o  l o w 

c ell d e n sit y.  

 

P h ar m a c o ki n eti c fi n di n g s 

C h or d o m a s  ar e  cl a s sifi e d  a s  l o w -gr a d e  m ali g n a nt  t u m or s  ( 8). Sl o w c o nti n u o u s 

gr o wt h i n v a di n g f u n cti o n al str u ct ur e s c h ar a ct eri z e s p ati e nt’ s cli ni cal c o ur s e  ( 1 1, 1 0 5) 

a n d  m a y  b e  r e s p o n si bl e  f or l o w  effi c a c y  of  c h e m ot h er a p y a s  k n o w n  i n  ot h er  l o w -

gr a d e  m ali g n a n ci e s ( 1 3). T hi s  c h ar a ct eri sti c gr o wt h  p att er n w a s  o b s er v e d  i n  t h e 

st u di e d c h or d o m a U -C H 2 c ell li n e wit h a r el ati v el y l o n g d o u bli n g ti m e of 7 -8 d a y s  i n 

c o m p ari s o n  wit h  t h e  m e a n  d o u bli n g  ti m e  of  4 0 h  of t h e  N CI-6 0  c a n c er  c ell li n e s  of 

T h e  N ati o n al  C a n c er  I n stit ut e’ s  D e v el o p m e nt al  T h er a p e uti c s  Pr o gr a m  w hi c h  r e pr e-

s e nt s  a p a n el  of  6 0  diff er e nt  c a n c er  c ell  li n e s ( 1 0 6). C o m p ar a bl e  d o u bli n g  ti m e s  t o 
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o ur  U -C H 2  c ell  li n e ar e  al s o  r e p ort e d  i n  c ol or e ct al c a n c er  c ell  li n e s  r a n gi n g  fr o m 

d a y s t o w e e k s ( 1 0 7). Li k e wi s e t h e effi c a c y of A L A/ P D T i n an i n vitr o m o d el of a c ol o-

r e ct al c a n c er c ell li n e h a s b e e n r e p ort e d  ( 1 0 8).  

 

W e s h o w e d f or t h e fir st ti m e a c c u m ul ati o n  of P PI X aft er e x o g e n o u s 5 -A L A a p pli c a-

ti o n i n c h or d o m a c ell s a n d a n a d v a nt a g e of pr ol o n g e d i n c u b ati o n ti m e. C o m p ar e d t o 

t h e st a n d ar d i n c u b ati o n ti m e of 3  h f or  gli o bl a st o m a  ( 8 6) a pr ol o n g e d i n c u b ati o n t i m e 

of 6  h s h o w e d si g nifi c a nt hi g h er fl u or e s c e n c e  i n c h or d o m a c ell s. T hi s w a s e s p e ci all y 

o b s er v e d f or hi g h er 5 -A L A c o n c e ntr ati o n s  i n t h e pr e s e nt st u d y. C ell ul ar c o n v er si o n 

of 5 -A L A t o P PI X a p p e ar s t o  b e c o m p ar ati v el y sl o w a s t h e g e n er al gr o wt h p att er n of 

c h or d o m a s. A n a d v a nt a g e of e xt e n d e d 5 -A L A i n c u b ati o n ti m e w as al s o r e p ort e d i n 

m e ni n gi o m a  f or hi g h er 5 -A L A d o s e s  ( 5 6) a n d al s o i n bl a d d er t u m or c ell s wit h b ett er 

P D T o ut c o m e aft er 5. 5  h of 5 -A L A i n c u b ati o n ti m e  ( 1 0 9). Al s o n o n -m ali g n a nt h u m a n 

s ki n  fi br o bl ast s r e v e al e d  a m a xi m u m P P I X c o nt e nt aft er 6 h of i n c u b ati o n ti m e ( 1 1 0). 

L o w m ali g n a n ci e s, s u c h a s c h or d o m a s, mi g ht b e n efit fr o m e xt e n d e d i n c u b ati o n p eri-

o d s  i n  c o m p ari s o n  t o  hi g h-gr a d e ,  m or e a g gr e s si v e  n e o pl a s m. C o ntr o v er si all y ,  Ii nu-

m a  et  al . o b s er v e d  i n  diff er e nt  m ali g n a nt  a n d  n o n -m ali g n a nt,  c ell  li n e s  eit h er  a  d e-

cr e a s e or pl at e a u of i ntr a c ell ul ar P P I X pr o d u cti o n aft er 4 h 5 -A L A i n c u b ati o n  ( 1 1 1). 

T h er ef or e i n c u b ati o n ti m e m u s t  b e  c h o s e n  c ar ef ull y, b e c a u s e  P P I X  a m o u nt  i s  t h e 

r e s ult of t h e d y n a mi c of s y nt h e si s a n d effl u x ( 1 1 1). T h er ef or e , o ur fi n di n g s  ar e i n li n e 

wit h t h e lit er at ur e b ut f urt h er i n v e sti g ati o n s ar e n e c e s s ar y t o el u ci d at e t h e m ol e c ul ar 

m e c h a ni s m of s y nt h e si s a n d effl u x of  i ntr a c ell ul ar P PI X i n c h or d o m a c ell s.  

 

C ell c y cl e a n al y si s i n U -C H 2  

C ell c y cl e a n al y si s s h o w e d a l ar g e fr a cti o n of c ell s i n G 1/ G 0 -p h a s e  c orr el ati n g wit h 

t h e sl o w -gr o wi n g c h ar a ct e r of t hi s t u m or . L it er at ur e i s still c o ntr o v er si al a b o ut i nflu-

e n c e of c ell c y cl e d e p e n d e n c e i n p h ot o d y n a mi c t h er a p y.  

F u k u d a et al. ( 1 9 9 3) i n v e sti g at e d P P I X ac c u m ul ati o n at diff er e nt st a g e s of c ell c y cl e 

aft er 5 -A L A  a p pli c ati o n  i n  m a m m ali a n  c ell s ( 1 1 2). T h er e w a s  n o  si g nifi c a nt  diff e r-

e n c e r e p ort e d i n b et w e e n c ell c y cl e p h a s e s b ut a t e n d e n c y of s u p eri or P P I X l e v el i n 

G 2 -p h a s e ( 1 1 2). S e v er al i n  vitr o m o d el s  c o nfir m e d  a  hi g h er P P I X  a c c u m ul ati o n  i n 

G 2 - or S -p h a s e aft er 5 -A L A a p pli c ati o n  ( 1 1 3, 1 1 4). Hi g h pr olif er ati o n r at e w a s a s s o-
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ci at e d  wit h i n cr e a s e d P P I X  pr o d u cti o n  i n  c o m p ari s o n  t o  d or m a nt  c ell s ( 1 1 5). T hi s 

mi g ht  b e  e x pl ai n e d  b y r el ati v e i ntr a c ell ul ar  ir o n  d e pl eti o n  d u e  t o  u p-r e g ul ati o n  of 

D N A  s y nt h e si zi n g  e n z y m e s , w hi c h  r e q uir e  ir o n  ( 1 1 3,  1 1 4,  1 1 6). T h er ef or e,  f urt h er 

m et a b o li s m of P PI X t o h e m e i s c o m p eti n g wit h c ell gr o wt h ( 1 1 3, 1 1 6, 1 1 7). A c c or d-

i n gl y, c ell s tr e at e d i n a n  i n vitr o m o d el wit h A L A/ P D T w er e m or e s e n siti v e i n G 2 / M-

p h a s e ( 1 1 3, 1 1 6). 

O n  t h e  ot h er  h a n d, r e c e nt e x p eri m e nt s  o n  a  pr o st at e  c ell  li n e s h o w e d  t h at  c ell s  i n 

G 0/ G 1 -p h a s e a c c u m ul at e m or e P P I X a n d w er e m or e s e n siti v e t o P D T aft er e x o g e-

n o u s 5 -A L A a p pli c ati o n  b e c a u s e of f a v o ur a bl e r ati o of 5 -A L A i m p ort er a n d P PI X e x-

p ort er e x pr e s si o n  ( 1 1 8). 

I n a c c or d a n c e t o t h e m e nti o n e d h y p ot h e si s w e d e m o n str at e d t h at t h e c h or d o m a c ell 

li n e U -C H 2 wit h a m e a n fr a cti o n of 7 5. 5 3 % i n G 0/ G1 -p h a s e s w er e h i g hl y s e n siti v e 

t o A L A/ P D T. 

 

I nfl u e n c e of c ell d e n sit y 

C ell si z e a n d c ell d e n sit y v ar y i n r el ati o n s hi p t o  c ell c y cl e p h a s e . C ell si z e w hi c h i s at 

a m a xi m u m i n G 2 - a n d M -p h a s e c orr el at e s p o siti v el y wit h P P I X fl u or e s c e n c e aft er 5 -

A L A i n c u b ati o n ( 1 1 9). T hi s mi g ht b e e x pl a i n e d b y a l ar g e c yt o pl a s m c o nt ai ni n g t h e 

t w o r at e li miti n g e n z y m e s w hi c h c o ntri b ut e hi g hl y t o P PI X  a c c u m ul ati o n ( 1 1 9). T h u s,  

t y pi c al p h y s alif er o u s c h or d o m a c ell s mi g ht h ol d hi g h e n z y m ati c c a p a cit y  wit h a c ell u-

l ar di a m et er of 5 0  µ m a n d ar e r el ati v el y l ar g e i n c o m p ari s o n t o ot h er m ali g n a nt c ell s  

li k e ur ot h eli al c ar ci n o m a w h er e 5 -A L A fl u or e s c e n c e i s w ell e st a bli s h e d  ( 1 2 0, 1 2 1).  

 

Al s o,  o ur  i n v e sti g ati o n  of  A L A/ P D T  effi c a c y  s u g g e st s  hi g h  i nfl u e n c e  of  c ell  d e n sit y 

a n d i nt er c ell ul ar c o m m u ni c ati o n. W e f o u n d a si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d t o xi c eff e ct aft er 

A L A/ P D T  i n  e x p eri m e nt al  gr o u p s  of  hi g h  c ell  d e n sit y  i n  c o m p ari s o n  t o  l o w  d e n sit y. 

Si mil ar o b s er v ati o n h a v e alr e a d y b e e n d e s cri b e d i n P D T  of ot h er c ell s  ( 7 0). O n e hy-

p ot h e si s i s b a s e d o n d e cr e a s e d mit o si s r at e d u e t o c o nt a ct i n hi biti o n ( 7 0). T h e sti nt-

e d  e n er g y  i s  a v ail a bl e  f or  i ntr a c ell ul ar  m et a b oli s m  pr o c e s s e s  a n d i n cr e a s e s P P I X 

pr o d u cti o n  ( 7 0). S u b s e q u e ntl y, hi g h er P P I X a c c u m ul ati o n l e a d s to i n cr e a s e d s e n s i-

ti vit y of P D T. 
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A n ot h er  i nfl u e n ci n g  f a ct or f or  t h e  eff e cti v e n e s s  of  p h ot o d y n a mi c  t h er a p y c o ul d b e 

i n dir e ct c ell d e at h of  n o n -t ar g et e d or n o n-irr a di at e d c ell s. I n dir e ct c ell d e at h i n P D T  i s 

k n o w n  a n d  diff er e nt  a p pr o a c h e s  w er e  u n d ert a k e n  t o u n d er st a n d t hi s  p h e n om e n o n . 

Fir st d e s cri b e d i n r a di ati o n t h er a p y  ( 1 2 2),  t h e s o -c all e d b y st a n d er eff e ct w a s tr a ns-

f err e d  t o  p h ot o d y n a mi c  tr e at m e nt ( 1 2 3,  1 2 4). T h e  b y st a n d er eff e ct i s m e di at e d  b y 

t w o  diff er e nt si g n alli n g  p at h w a y s:  vi a  g a p  j u n cti o n s  a n d/ or  t hr o u g h  m e di u m  ( 1 2 5). 

G a p  j u n cti o n s  h a v e  b e e n  r e p ort e d  t o  b e  i m p ort a nt  i n i n d u ci n g c ell  d e at h  i n  n ei g h-

b o u ri n g  c ells  of  irr a di at e d  c ell s  ( 1 2 4). G a p  j u n cti o n s  ar e  f or m e d  i n  b et w e e n  n arr o w 

n ei g h b o uri n g c ell s t hr o u g h t u n n el pr o t ei n s t o all o w dir e ct c o m m u ni c ati o n  ( 1 2 4). R O S 

mi g ht b e o n e m ol e c ul e t o pr o vi d e c ell d e at h vi a g a p j u n cti o n b u t s h ort h alf lif e ti m e 

li mit s it i nfl u e n c e di a m et er ( 1 2 6). 

St u di e s u si n g α -p arti cl e  r a di ati o n h a v e  r e p ort e d  c h a n g e s  of  t h e  p 5 3/ p 2 1 W A F 1  p at h-

w a y tr a n s mitti n g it s eff e ct vi a g a p j u n cti o n t o b y st a n d er c ell ( 1 2 7).   

F urt h er m or e,  nitri c  o xi d e  ( N O)  a n d  c al ci u m h a v e  b e e n  r e p ort e d  t o  diff u s e  t o  b y-

st a n d er  c ell a n d  i n d u c e  c ell d e at h ( 1 2 4,  1 2 6). I n P D T N O  i s  f or m e d  i n  t ar g et  c ell s  

a n d e x p a n d s q ui c kl y t o b y st a n d er c ell s a n d i n d u c e s a p o pt o si s ( 1 2 4).  

I n  th e  lit er at ur e  al s o  a  d el a y e d b y st a n d er  eff e ct i s  d e s cri b e d w hi c h i s  m e di at e d  vi a 

c al ci u m  a n d st art s wit h l e a k a g e of e n d o pl a s m ati c r eti c ul u m  ( E R) a n d di st ur b a n c e of 

c al ci u m h o m e o st a si s i n irr a di at e d c ell s  ( 1 2 4). S u b s e q u e ntl y, a c al ci u m w a v e r e a ch-

e s  t h e  b y st a n d er  c ell  vi a  g a p  j u n cti o n s a n d  i n d u c e s  N O  pr o d u cti o n  a n d  a p o pt o si s 

( 1 2 4).  

A d diti o n all y,  t h e  s p e ci al  c ell ul ar  c h ar a ct eri sti c s  of  c h or d o m a  c ell s  of  a  ti g htl y  f or-

m ati o n  of  mit o c h o n dr i a  a n d  E R,  c all e d  t h e mit o c h o n dri a -a s s o ci at e d  E R  m e m br a n e  

(M A M ) ( 2, 1 2 8) mi g ht s u p p ort c al ci u m m e di at e d si g n alli n g p at h w a y s.  

O ur fi n di n g s  of e xt e n d e d c ell d e at h i n t h e hi g h c ell d e n sit y  gr o u p mi g ht b e w ell e x-

pl ai n e d b y v ari o u sl y m e di at e d b y st a n d er eff e ct . 

 

F ut ur e c li ni c al a p pli c ati o n s  

T h e r e s ult s of  t h e  p r e s e nt  st u d y  i n di c at e  p ot e nti al u s ef ul n e s s  of  5 -A L A  f or  f l u or es-

c e n c e -g ui d e d r e s e cti o n  a n d p h ot o d y n a mi c  tr e at m e nt of c h or d o m a s.  
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C h or d o m a s  still  pr e s e nt  a  c o m pl e x  p at h ol o g y  wit h u n s ati sf yi n g a dj u v a nt tr e at m e nt 

o pti o n s  a n d  o ut c o m e.  S y m pt o m s  u s u all y o c c ur at l ar g e t u m or v ol u m e  r e s ulti n g  i n 

l at e di a g n o s i s ( 1 5). S u bj e cti v el y, 3 7  % of p ati e nt s r e p ort a d el a y e d di a g n o si s ( 1 2 9). 

D e s pit e  r a di c al  s ur g er y,  s o m eti m e s  p erf or m e d  b y  m ulti pl e  a p pr o a c h e s,  l o c al  r e c u r-

r e n c e i s fr e q u e nt a n d o v er all s ur vi v al still li mit e d ( 1 5). T h e c urr e nt c o n c e pts  of a dj u-

v a nt t h er a p y c o n si sti n g  pri m aril y  of pr ot o n -t h er a p y h a s i m pr o v e d t h e di s m al pr o g no-

si s , b ut n e e d s f urt h er i m pr o v e m e nt.  

 

Fl u or e s c e n c e -g ui d e d s ur g er y  of c h or d o m a s  

A d mi ni str ati o n of 5 -A L A pri or t o s ur g er y c o ul d b e u s e f ul f or fl u or e s c e n c e-g ui d e d s u r-

g er y  of c h or d o m a s. B a s e d o n o ur i n vitr o m o d el a pr ol o n g e d  i n c u b ati o n ti m e of 6  h  

s e e m s  t o  b e f a v o ur a bl e  i n  c o m p ari s o n  t o  hi g h  m ali g n a nt  gli o m a  C 6  c ell s  w h er e i n 

vitr o e x p eri m e nt s  d e s cri b e  a lr e a d y  a  pl at e a u  p h a s e  aft er  8 5 mi n s  i n c u b ati o n  ti m e 

( 1 3 0). I n cli ni c al s etti n g s P D D i s c o m m o nl y u s e d f or r e s e cti o n of gli o m a s. T h er ef or e 

5 -A L A  i s  a p pli e d  or all y  2 -4  h  pri or  of  a n e st h e si a ( 8 6).   F urt h er  c li ni c al  st u di e s  ar e 

n e c e s s ar y t o v erif y , if or all y a d mi ni st er e d 5 -A L A a c c u m ul at e s i n c h or d o m a s s u c h a s 

i n gli o bl a st o m a s ( 8 6). Ot h er  c h ar a ct eri sti c s of 5 -A L A ar e  e x p e ct e d  t o  b e  si mil ar: 

s h ort h alf -lif e ti m e i n c o m p ari s o n t o ot h er P S k e e pi n g t h e ri s k of d er m al p h ot o s e n si-

ti z ati o n l o w ( 1 3 1). I n f a ct, 5 -A L A pl a s m a c o n c e ntr ati o n i s m a xi m u m 6. 7  h aft er or al 

a p pli c ati o n  a n d  l e s s  t h a n  5  % r e m ai n  aft er 4 0  h ( 1 3 2).  Fr e q u e nt  si d e-eff e ct s  ar e 

n a u s e a f or l e s s t h a n 1 5  mi n s a n d v o miti n g ( 1 3 1). T o a v oi d s ki n p h ot ot o xi cit y p ati e nt s 

h a v e t o b e k e pt li g ht -pr ot e ct e d f or 2 4  h ( 8 7).  

I ntr a o per ati v e l y, aft er t u m or r e s e cti o n, P D D  c o ul d b e u s e d t o d et e ct r e si d u al t u m or 

c ell s. I n gli o bl a st o m a a n d bl a d d er t u m or s t h e i n tr o d u cti o n of fl u or e s c e n c e-g ui d a n c e  

h a s si g nifi c a ntl y  i m pr o v e d tr e at m e nt o ut c o m e s ( 8 6, 1 3 3). I n cl a s si c s ur g er y of glio-

bl a st o m a a c o m pl et e r e s e cti o n i s a c hi e v e d i n a b o ut 3 6  % of p ati e nt s w h er e a s fl u o-

r e s c e n c e-g ui d e d r e s e cti o n  i n cr e a s es  t h e t ot al e x ci si o n  r at e t o 6 5  % ( 8 6). I n ur ol o g y 

t h e d et e cti o n r at e of bl a d d er t u m or s c o ul d b e i n cr e a s e d fr o m 7 7 % i n r e g ul ar c y st os-

c o p y  t o  9 6  %  u si n g  P D D  ( 1 3 3).  Fl u or e s c e n c e-g ui d a n c e  mi g ht b e b e n efi ci al  si n c e 

gr o s s t ot al r e s e cti o n i n s k ull b a s e c h or d o m a i s a c hi e v e d o nl y i n 7 1. 6 % of t h e c a s e s  

( 3 0). I n c h or d o m a s l o c at e d al o n g t h e m o bil e s pi n e a n d t h e o s s a cr u m wi d e r e s e cti o n 
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m ar gi n s ar e a c c o m pli s h e d i n 5 8  % ( 1 2 9). R e si d u al t u m or ti s s u e c orr el at e s wit h l o c al 

r e c urr e nc e  r at e a n d t u m or r el at e d d e at h ( 1 2 9, 1 3 4).  

Fl u or e s c e n c e -g ui d a n c e i m pr o v e s vi s u ali z ati o n of t u m or ti s s u e i n c o ntr a st t o p h y sio-

l o gi c al  str u ct ur e s ( 1 3 5).  E s p e ci all y,  c h or d o m a s  l o c at e d  i n  t h e  d e e p  s k ull  b a s e d e-

m a n d a c h all e n gi n g  s ur g i c al pr o c e d ur e ( 1 9). Fr e q u e ntl y, t u m or i s i n ti g ht r el ati o n s hi p 

t o cr a ni al n er v e s or vit al bl o o d v e s s el s ( 1 9, 1 3 6). C o m pli c ati o n  r at e s f or cr a ni al n er v e 

p al s y ar e r e p ort e d i n 8. 7  % a n d i nj ur y of i nt er n al c ar oti d art er y i n 2. 5  % ( 1 3 7). P o st-

o p er ati v e  w o r s e ni n g  of  d ail y  a cti viti e s  i s  still  r e p ort e d i n 1 0. 7  % ( 1 3 7).  T h er ef or e, 

o pti o n al li v e fl u or e s c e n c e i m a gi n g w o ul d off er a d diti o n al s af et y t o w hit e li g ht s ur g e r y. 

T hi s mi g ht b e h el pf ul f or  s ur g e o n s t o pr e s er v e vit al str u ct ur e s, e s p e ci all y i n r e m o v al 

of s k ull b a s e c h or d o m a  a n d t o mi ni mi z e r e si d u al t u m or ti s s u e .  

 

I ntr a o p er ati v e P D T 

B e si d e s b ett er d et e cti o n a n ot h er p ot e nti al  cli ni c al  a p pli c ati o n m a y b e  a n i ntr a o p er a-

ti v e t h er a p e uti c u s e of A L A/ P D T i n c h or d o m a s . A L A/ P D T c o ul d b e p erf or m e d aft er 

r e s e cti o n of t h e t u m or t o i n d u c e c ell d e at h i n r e si d u al t u m or c ell s.  Aft er  t u m or r e s ec-

ti o n t h e r e s e cti o n c a vit y c o ul d b e ill u mi n at e d b y a di o d e l a s er t o tri g g er p hot o c h e m i-

c al r e a cti o n i n P PI X . E v e n n arr o w s ur gi c al c orri d or s s u c h a s e n d o n a s al  a p pr o a c h e s  

f or  s k ull  b a s e  c h or d o m as  c o ul d  all o w  i n s erti o n  of a  l a s er. F or  ot h er  t u m or  e ntiti e s  

b all o o n  t e c h ni q u e s  ar e  u s e d  t o  all o w  a h o m o g e n o u s ill u mi n ati o n  of  t h e  r e s e cti o n 

c a vit y ( 1 3 8-1 4 0) .  

S o  f ar  diff er e nt  m ali g n a n ci e s  i n  n e ur o s ur g er y  h a v e  b e e n  d e s cri b e d  u si n g  P D T  a s 

a dj u v a nt  tr e at m e nt  m o d alit y. M ar k s  et  al.  r e p ort e d pr o mi si n g  r e s ult s  i n t h e u s e  of 

P D T i n r e c urr e nt pit uit ar y a d e n o m a w hi c h ar e al s o l o c at e d i n pr o xi mit y of v ul n er a bl e 

str u ct ur e s  li k e  t h e o pti c  n er v e ( 1 4 1).  A  s m all  n u m b er  of  p ati e nt  w a s  tr e at e d  wit h 

s ur g er y a n d i ntr a o p er ati v e P D T ( 1 4 1). T h e f oll o w-u p M RI s c a n s h o w e d r e d u c ed  tu-

m or v ol u m e o v er 1 2 m o nt h s ( 1 4 1).  

F urt h er m or e, r e s e a r c h h a s f o c u s e d o n hi g h a g gr e s si v e t u m ors  s u c h a s gli o m a s i n-

tr o d u ci n g P D T a s tr e at m e nt o pti o n. A st u d y of 7 3 p ati e nt s wit h gli o bl a st o m a r e p ort e d  

a n i m pr o v e m e nt of t h e 2-y e ar s ur vi v al r at e fr o m 7  % wit h st a n d ar d t h er a p y t o 2 6. 7  % 

tr e at e d wit h st a n d ar d t h er ap y a n d P D T ( 1 3 8).  
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Al s o,  ot h er  s ur gi c al  s p e ci aliti e s  h a v e  t a k e n  a d v a nt a g e  of  i ntr a o p er ati v e  P D T.  A s 

p o st o p er ati v e  t u m or  r e si d u al  c a u s e  l o c al  r e c urr e n c e of n o n -s m all  c ell l u n g  c ar ci no-

m a ( N S C L C) i ntr a o p er ati v e P D T a d diti o n al t o t h e st a n d ar d t h er a p y w a s st u di e d  ( 5 2). 

T h e m e a n s ur vi v al of 1 7. 6 m o nt h s i n p ati e nt s tr e at e d wit h s ur g er y a n d c h e m ot h er a-

p y i n c o m p ari s o n t o 3 7 m o nt h s i n p ati e nt s tr e at e d a d diti o n all y wit h P D T i s r e p ort e d 

( 5 2).  

Li k e wi s e i n ur ol o g y p ati e nt s wit h bl a d d er c a n c er  s uff er fr o m fr e q u e nt r e c urr en c e wit h 

r at e s v ar yi n g u p t o 8 5 % i n t h e fir st y e ar aft er tr a n s ur et hr al r e s e cti o n ( 1 4 2). H er e t h e 

m e c h a ni s m of hi g h r e c urr e n c e mi g ht  a l s o b e e x pl ai n e d b y r e si d u al t u m or c ell s  ( 1 4 3). 

Fil o n e n k o  et  al.  r e p ort s  a d e cr e a s e  of  r el a p s e  aft er  c o m bi n i n g  T U R a n d  P D T  i n 

c o m p ari s o n  t o  m o n ot h er a p y  of  T U R  i n  n o n -m u s cl e  i n v a si v e  bl a d d er  c ar ci n o m a 

( 1 4 2).  

 

B e si d e  u si n g  P D T  p o st o p er ati v el y  s o m e  st u di e s  h a v e  i n v e sti g at e d  t h e  pri m ar y  u s e 

of i nt er stiti al P D T.  T h er e f or e t h e l a s er di o d e i s pl a c e d  i nt o t h e t u m or m a s s  f or irr a dia-

ti o n ( 1 4 4). A r e c e nt st u d y of s m all v ol u m e gli o bl a st o m a h a s b e e n tr e at e d wit h i nt e r-

stiti al  A L A/ P D T  i n st e a d  of  pri m ar y  r e s e cti o n b ot h f oll o w e d  b y  st a n d ar d  a dj u v a nt 

tr e at m e nt ( 1 4 5).  T h e  r e s ult s w er e  i n  f a v o ur  of  i nt er stiti al  A L A/ P D T  wit h  a  m e dia n 

pr o gr e s si o n fr e e s ur vi v al ( P F S) of 1 6 m o nt h s v s. 1 0. 2 m o nt h s aft er r e s e cti o n  ( 1 4 5). 

I nt er stiti al  P D T  h a s  al s o  b e e n  r e p ort e d  wit h  b ett er  o ut c o m e s  f or  l o w  ri s k  pr o st at e 

c a n c er i n c o m p ari s o n wit h a cti v e s ur v eill a n c e ( 1 4 6). A s w ell, pr o mi si n g r e s ult s w er e  

al s o d e s cri b e d  f or  t h er a p y of r efr a ct or y h e a d  a n d  n e c k  t u m or s  w hi c h  ar e  oft e n  i n 

cl o s e a n at o mi c al r el ati o n t o vit al str u ct ur e s  ( 1 4 6).  

T h e s e cli ni c al r e s ult s of A L A / P D T or  P D T  u si n g ot h er P S s  i n diff er e nt c a n c er e ntiti e s  

h a v e b e e n pr o mi si n g. P D T h a s b e e n pr o v e d t o b e a s uit a bl e tr e at m e nt o pti o n i n m a-

li g n a n ci e s  wit h  si mil ar  c h all e n g e s  s u c h  a s  hi g h  r e c urr e n c e  r at e s  aft er  i n c o m pl et e 

r e s e cti o n or diffi c ult s ur gi c al a c c e s s d u e t o pr o xi mit y of m aj or v e s s el s or n er v e s.  

B a s e d o n  o ur fir st i n vitr o c h or d o m a c ell m o d el A L A/ P D T h ol d s p ot e nti al f or a  v ari et y 

of  f ut ur e t h er a p y co n c e pt s . 
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6  Li mit ati o n s  a n d f ut u r e p e r s p e cti v e s  

O n e of t h e m aj or li mit ati o n s of A L A/ P D T i s ti s s u e p e n etr ati o n d e pt h. P e n etr ati o n of 

r e d  li g ht  l a s er  i s  a b o ut  5 m m ( 6 3). T h e n at ur e of  c h or d o m a s  mi g ht  all o w  a  d e e p er 

p e n etr ati o n d u e t o g el ati n o u s c h ar a ct eri sti c s a n d p h y s alif er o u s c ell s, w hi c h  ar e ri c h 

of  tr a n s p ar e nt  v a c u ol e s ( 1 3,  1 4 7). F urt h er m or e , b a s e d  o n t h e  o b s er ve d  e x t e n d e d 

c ell d e at h i n o ur i n vitr o m o d el  o n e m a y h y p ot h e si z e t h at t h e t h er a p e uti c al eff e ct  h a s 

a wi d er r a n g e t h a n t h e p ur e p e n etr ati o n d e pt h of t h e l a s er li g ht .  

 

T h e  pr e s e nt e d  r e s ult s pr o vi d e n e w  a n d  ori gi n al  i nf or m ati o n  a b o ut  P PI X  a c c u m ula-

ti o n a n d A L A/ P D T c ell d e at h i n t h e U -C H 2 c h or d o m a c ell li n e. T h e c h ar a ct eri sti c bi o-

l o gi c al  b e h a vi o ur  of  t hi s s p e ci al c ell  li n e  m a y  i nfl u e n c e r e s ult s.  T h er ef or e, f urt h er 

i n v e sti g ati o n s h o ul d v ali d at e t he s e e x p eri e n c e s i n diff er e nt c h or d o m a c ell li n e s a n d 

pri m ar y t u m or ti s s u e.  

 

7  C o n cl u si o n  

C h or d o m a s ar e c o m pl e x t u m or s  of t h e s k ull b a s e a n d s a cr al r e gi o n . T h eir pr o xi mit y 

t o vit al  str u ct ur e s a n d t h eir i nfiltr ati n g gr o wt h m a k e s ur gi c al r e m o v al diffi c ult. H e n c e 

n e w a d j u v a nt th er a p y st r at e gi e s h a v e  t o b e d e v el o p e d . T h e pr e s e nt e d i n vitr o m o d el  

i s t h e fir st s u c c e s sf ul att e m pt of P D T i n c h or d o m a s. Ot h er i m p ort a nt fi n di n g s w er e: 

1.) U -C H 2 c h or d o m a c ell s m et a b oli z e d 5 -A L A t o P PI X , 2.) P PI X a c c u m ul ati o n w a s 

o pti m al  aft er 6  h 5 -A L A i n c u b ati o n ti m e , 3.) A L A/P D T h a d a d o s e -d e p e n d e nt l et h al 

eff e ct , 4.) hi g h c ell d e n sit y of c h or d o m a s i n cr e a s e d t o xi c eff e ct of A L A/ P D T  a s c o m-

p ar e d  t o  l o w  c ell  d e n sit y . I n  a n al o g y  t o  ot h er  t u m or s P PI X  fl u or e s c e n c e i n c h o r-

d o m a s al s o h ol d s p ot e nti al f or f l u or e s c e n c e-g ui d e d  s ur g er y  ( p h ot o di a g n o si s, P D D). 

T h e s e pr eli mi n ar y i n vitr o fi n di n g s ar e v er y pr o mi si n g a n d s h o ul d  b e c o nfir m e d b y 

f urt h er i n v e sti g ati o ns . 
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Pr o g n o sti c f a ct or s i n c h or d o m a: r ol e of p o st o p er ati v e r a di ot h er a p y. E ur o p e a n j o ur n al 
of c a n c er ( O xf or d, E n gl a n d : 1 9 9 0). 1 9 9 5; 3 1 a( 1 3 -1 4): 2 2 5 5 -9.  

4 3.  Di M ai o S, T e m ki n N, R a m a n at h a n D, S e k h ar L N. C urr e nt c o m pr e h e n si v e 
m a n a g e m e nt of cr a ni al b a s e c h or d o m a s: 1 0 -y e ar m et a -a n al y si s of o b s er v ati o n al 
st u di e s. J o ur n al of n e ur o s ur g er y. 2 0 1 1; 1 1 5( 6): 1 0 9 4 -1 0 5.  

4 4.  D e A m ori m B er n st ei n K, D e L a n e y T. C h or d o m a s a n d c h o n dr o s ar c o m a s -T h e 
r ol e of r a di ati o n t h er a p y. J o ur n al of s ur gi c al o n c ol o g y. 2 0 1 6; 1 1 4( 5): 5 6 4-9.  

4 5.  G atfi el d E R, N o bl e D J, B ar n ett G C, E arl y N Y, H o ol e A C F, Kir k b y N F, et al. 
T u m o ur V ol u m e a n d D o s e I nfl u e n c e O ut c o m e aft er S ur g er y a n d Hi g h -d o s e P h ot o n 
R a di ot h er a p y f or C h or d o m a a n d C h o n dr o s ar c o m a of t h e S k ull B a s e a n d S pi n e. 
Cli ni c al O n c ol o g y. 2 0 1 8; 3 0( 4): 2 4 3 -5 3.  

4 6.  Y o u n g V A, C urti s K M, T e m pl e H T, Ei s m o nt F J, D e L a n e y T F, H or ni c e k F J. 
C h ar a ct eri sti c s a n d P att er n s of M et a st ati c Di s e a s e fr o m C h or d o m a. S ar c o m a. 
2 0 1 5; 2 0 1 5 : 5 1 7 6 5 7. 

4 7.  A g o sti ni s P, B er g K, C e n g el K A, F o st er T H, Gir otti A W, G oll ni c k S O, et al. 
P h ot o d y n a mi c t h er a p y of c a n c er: a n u p d at e. C A: a c a n c er j o ur n al f or cli ni ci a n s. 
2 0 1 1; 6 1( 4): 2 5 0 -8 1.  

4 8.  C a st a n o A P, D e mi d o v a T N, H a m bli n M R. M e c h a ni s m s i n p h ot o d y n a mi c 
th er a p y: p art t w o — c ell ul ar si g n ali n g, c ell m et a b oli s m a n d m o d e s of c ell d e at h. 
P h ot o di a g n o si s a n d P h ot o d y n a mi c T h er a p y. 2 0 0 5; 2( 1): 1 -2 3.  

4 9.  A c kr o y d R, K elt y C, Br o w n N, R e e d M. T h e hi st or y of p h ot o d et e cti o n a n d 
p h ot o d y n a mi c t h er a p y. P h ot o c h e m P h ot o bi ol. 2 0 0 1; 7 4( 5): 6 5 6 -6 9.  

5 0.  T. J. D o u g h ert y G B G, R. Fi el, K. R. W ei s h a u pt, a n d D. G. B o yl e. 
P h ot or a di ati o n T h er a p y. II. C ur e of A ni m al T u m or s Wit h H e m at o p or p h yri n a n d Li g ht. 
J N atl C a n c er I n st. 1 9 7 5; 5 5: 1 1 5 - 2 1.  

5 1.  Fri e d b er g J S, Si m o n e C B, C ulli g a n M J, B ar s k y A R,  D o u c ett e A, M c N ult y S, et 
al. E xt e n d e d pl e ur e ct o m y/ d e c orti c ati o n -b a s e d tr e at m e nt f or a d v a n c e d st a g e, 
e pit h eli al m e s ot h eli o m a yi el di n g a m e di a n s ur vi v al of n e arl y t hr e e y e ar s. T h e A n n al s 
of t h or a ci c s ur g er y. 2 0 1 7; 1 0 3( 3): 9 1 2 -9.  

5 2.  S h afir st ei n G, B att o o A, H arri s K, B a u m a n n H, G oll ni c k S O, Li n d e n m a n n J, et 
al. P h ot o d y n a mi c T h er a p y of N o n -S m all C ell L u n g C a n c er. N arr ati v e R e vi e w a n d 
F ut ur e Dir e cti o n s. A n n al s of t h e A m eri c a n T h or a ci c S o ci et y. 2 0 1 6; 1 3( 2): 2 6 5 -7 5.  

5 3.  Gr a nt W E, M a c R o b ert A, B o w n S G, H o p p er C, S p e i g ht P M. P h ot o d y n a mi c 
t h er a p y of or al c a n c er: p h ot o s e n siti s ati o n wit h s y st e mi c a mi n ol a e v uli ni c a ci d. T h e 
L a n c et. 1 9 9 3; 3 4 2( 8 8 6 4): 1 4 7 -8.  

5 4.  W e ni g B L, K urt z m a n D M, Gr o s s w ei n er LI, M af e e M F, H arri s D M, L o br ai c o 
R V, et al. P h ot o d y n a mi c t h er a p y i n t h e tr e at m e nt  of s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a of t h e 
h e a d a n d n e c k. Ar c hi v e s of ot ol ar y n g ol o g y --h e a d & n e c k s ur g er y. 
1 9 9 0; 1 1 6( 1 1): 1 2 6 7 -7 0.  
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5 5.  B a d er M J, St e p p H, B e y er W, P o n gr at z T, Sr o k a R, Kri e g m air M, et al. 
P h ot o d y n a mi c t h er a p y of bl a d d er c a n c er - a p h a s e I st u d y u si n g  h e x a mi n ol e v uli n at e 
( H A L). Ur ol o gi c o n c ol o g y. 2 0 1 3; 3 1( 7): 1 1 7 8-8 3.  

5 6.  C or n eli u s J F, Sl ott y P J, El K h ati b M, Gi a n n a ki s A, S e n g er B, St ei g er H J. 
E n h a n ci n g t h e eff e ct of 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d b a s e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y i n h u m a n 
m e ni n gi o m a c ell s. P h ot o di a g n o si s P h ot o d y n T h er. 2 0 1 4; 1 1( 1): 1 -6.  

5 7.  M ur a g a ki Y, A ki m ot o J, M ar u y a m a T, I s e ki H, I k ut a S, Nitt a M, et al. P h a s e II 
cli ni c al st u d y o n i ntr a o p er ati v e p h ot o d y n a mi c t h er a p y wit h t al a p orfi n s o di u m a n d 
s e mi c o n d u ct or l a s er i n p ati e nt s wit h m ali g n a nt br ai n t u m or s.  J o ur n al of 
n e ur o s ur g er y. 2 0 1 3; 1 1 9( 4): 8 4 5 -5 2.  

5 8.  X u J, G a o J, W ei Q. C o m bi n ati o n of P h ot o d y n a mi c T h er a p y wit h 
R a di ot h er a p y f or C a n c er Tr e at m e nt. J o ur n al of N a n o m at eri al s. 2 0 1 6; 2 0 1 6: 7.  

5 9.  P o g u e B W, O' H ar a J A, D e mi d e n k o E, Wil m ot C M, G o o d wi n I A, C h e n B, et  al. 
P h ot o d y n a mi c t h er a p y wit h v ert e p orfi n i n t h e r a di ati o n -i n d u c e d fi br o s ar c o m a-1 t u m or 
c a u s e s e n h a n c e d r a di ati o n s e n siti vit y. C a n c er R e s. 2 0 0 3; 6 3( 5): 1 0 2 5 -3 3.  

6 0.  Di e z B, Er n st G, T eij o M J, B atll e A, H aj o s S, F u k u d a H. C o m bi n e d 
c h e m ot h er a p y a n d A L A -b a s e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y i n l e u k e mi c m uri n e c ell s. 
L e u k e mi a R e s e ar c h. 2 0 1 2; 3 6( 9): 1 1 7 9 -8 4.  

6 1.  P et er s o n C M, S hi a h J G, S u n Y, K o p e c k o v a P, Mi n k o T, Str ai g ht R C, et al. 
H P M A c o p ol y m er d eli v er y of c h e m ot h er a p y a n d p h ot o d y n a mi c t h er a p y i n o v ari a n 
c a n c er. A d v a n c e s i n e x p eri m e nt al m e di ci n e a n d bi ol o g y. 2 0 0 3; 5 1 9: 1 0 1 -2 3.  

6 2.  S n y d er J W, Gr e c o W R, B ell ni er D A, V a u g h a n L, H e n d er s o n B W. 
P h ot o d y n a mi c t h er a p y: a m e a n s t o e n h a n c e d dr u g d eli v er y t o t u m or s. C a n c er R e s. 
2 0 0 3; 6 3( 2 3): 8 1 2 6 -3 1.  

6 3.  Alli s o n R R, M o g hi s si K. P h ot o d y n a mi c T h er a p y ( P D T): P D T M e c h a ni s m s. 
Cli ni c al e n d o s c o p y. 2 0 1 3; 4 6( 1): 2 4 -9.  

6 4.  Ni c ol a s F oti n o s M A C, Fl or e n c e P o p o w y c z, R o b ert G ur n y a n d N or b ert L a n g e'. 
5 -A mi n ol e v uIi ni c A ci d D eri v ati v e s i n P h ot o m e di ci n e C h ar a ct eri sti c s A p pli c ati o n a n d 
P er s p e cti v e s. P h ot o c h e mi st r y a n d P h ot o bi ol o g y. 2 0 0 6; 8 2: 9 9 4-1 0 1 5.  

6 5.  R e n e  ́ C. Kri e g H M, J o a c hi m R a u c h, St ef a n S e e g er a n d R ut h K n u e c h el. 
M et a b oli c C h ar a ct eri z ati o n of T u m or C ell – s p e cifi c Pr ot o p or p h yri n I X A c c u m ul ati o n 
Aft er E x p o s ur e t o 5 -A mi n ol e v uli ni c A ci d i n H u m a n C ol o ni c C ell s. P h ot o c h e mi str y 
a n d P h ot o bi ol o g y. 2 0 0 2; 7 6( 5): 5 1 8 - 2 5.  

6 6.  W a n g J, X u J, C h e n J, H e Q, Xi a n g L, H u a n g X, et al. S u c c e s sf ul 
p h ot o d y n a mi c t h er a p y wit h t o pi c al 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d f or fi v e c a s e s of c er vi c al 
i ntr a e pit h eli al n e o pl a si a. Ar c hi v e s of g y n e c ol o g y an d o b st etri c s. 2 0 1 0; 2 8 2( 3): 3 0 7 -1 2.  

6 7.  L o h C S, M a c R o b ert A J, B e d w ell J, R e g ul a J, Kr a s n er N, B o w n S G. Or al 
v er s u s i ntr a v e n o u s a d mi ni str ati o n of 5 -a mi n ol a e v uli ni c a ci d f or p h ot o d y n a mi c 
t h er a p y. Br J C a n c er. 1 9 9 3; 6 8( 1): 4 1-5 1.  

6 8.  H a m bli n M R. A d v a n c e s i n P h ot o d y n a mi c T h er a p y: B a si c, Tr a n sl ati o n al, a n d 
Cli ni c al: Art e c h H o u s e; 2 0 0 8.  
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6 9.  B er k o vit c h -L uri a G, W eit m a n M, N u d el m a n A, R e p h a eli A, M ali k Z. 
M ultif u n cti o n al 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d pr o dr u g s a cti v ati n g di v er s e c ell -d e at h 
p at h w a y s. I n v e sti g ati o n al n e w dr u g s. 2 0 1 2; 3 0( 3): 1 0 2 8 -3 8.  

7 0.  J o h a n M O A N Ø B, J e a n -Mi c h el G A U L LI E R, Tr o n d S T O K K E, H ar al d B. 
S T E E N, Li W ei M A a n d Kri sti a n B E R G. Pr ot o p or p h yri n I X a c c u m ul ati o n i n c ell s 
tr e at e d wit h 5-a mi n ol e v uli ni c a ci d: d e p e n d e n c e o n c ell d e n sit y, c ell si z e a n d c ell 
c y cl e. I nt J C a n c er. 1 9 9 8; 7 5: 1 3 4 - 9.  

7 1.  Pl a et z er K, Kr a m m er B, B erl a n d a J, B err F, Ki e s sli c h T. P h ot o p h y si c s a n d 
p h ot o c h e mi str y of p h ot o d y n a mi c t h er a p y: f u n d a m e nt al a s p e ct s. L a s er s i n m e di c al 
s ci e n c e. 2 0 0 9; 2 4( 2): 2 5 9 -6 8.  

7 2.  W a c h o w s k a M, M u c h o wi c z A, Fir c z u k M, G a br y s i a k M, Wi ni ar s k a M, 
W a ń c z y k M, et al. A mi n ol e v uli ni c A ci d ( A L A) a s a Pr o dr u g i n P h ot o d y n a mi c T h er a p y 
of C a n c er. M ol e c ul e s. 2 0 1 1; 1 6( 5): 4 1 4 0.  

7 3.  D a br o w s ki J M, Ar n a ut L G. P h ot o d y n a mi c t h er a p y ( P D T) of c a n c er: fr o m l o c al 
t o s y st e mi c tr e at m e nt. P h ot o c h e mi c al & p h ot o bi ol o gi c al s ci e n c e s : Offi ci al j o ur n al of 
t h e E ur o p e a n P h ot o c h e mi str y A s s o ci ati o n a n d t h e E ur o p e a n S o ci et y f or 
P h ot o bi ol o g y. 2 0 1 5; 1 4( 1 0): 1 7 6 5 -8 0.  

7 4.  T et ar d M C, V er m a n d el M, M or d o n S, L ej e u n e J P, R e y n s N. E x p eri m e nt al u s e 
of p h ot o d y n a mi c t h er a p y i n h i g h gr a d e gli o m a s: a r e vi e w f o c u s e d o n 5-
a mi n ol e v uli ni c a ci d. P h ot o di a g n o si s P h ot o d y n T h er. 2 0 1 4; 1 1( 3): 3 1 9 -3 0.  

7 5.  M ar s d e n V S, Str a s s er A. C o ntr ol of a p o pt o si s i n t h e i m m u n e s y st e m: B cl -2, 
B H 3 -o nl y pr ot ei n s a n d m or e. A n n u al r e vi e w of i m m u n ol o g y. 2 0 0 3; 2 1: 7 1 -1 0 5.  

7 6.  C hi p u k J E, B o u c hi er -H a y e s L, Gr e e n D R. Mit o c h o n dri al o ut er m e m br a n e 
p er m e a bili z ati o n d uri n g a p o pt o si s: t h e i n n o c e nt b y st a n d er s c e n ari o. C ell d e at h a n d 
diff er e nti ati o n. 2 0 0 6; 1 3( 8): 1 3 9 6 -4 0 2.  

7 7.  Br att o n S B, S al v e s e n G S. R e g ul ati o n of t h e A p af -1 -c a s p a s e -9 a p o pt o s o m e. 
J o ur n al of c ell s ci e n c e. 2 0 1 0; 1 2 3( Pt 1 9): 3 2 0 9 -1 4.  

7 8.  V a nl a n g e n a k k er N, B er g h e T, Kr y s k o D, F e stj e n s N, V a n d e n a b e el e P. 
M ol e c ul ar M e c h a ni s m s a n d P at h o p h y si ol o g y of N e cr oti c C ell D e at h. C urr e nt 
M ol e c ul ar M e di ci n e. 2 0 0 8; 8( 3): 2 0 7 -2 0.  

7 9.  B u yt a ert E, D e w a el e M, A g o sti ni s P. M ol e c ul ar eff e ct or s of m ulti pl e c ell d e at h 
p at h w a y s i niti at e d b y p h ot o d y n a mi c t h er a p y. Bi o c hi m Bi o p h y s A ct a. 
2 0 0 7; 1 7 7 6( 1): 8 6 -1 0 7.  

8 0.  Alt m a n B J, R at h m ell J C. M et a b oli c str e s s i n a ut o p h a g y a n d c ell d e at h 
p at h w a y s. C ol d S pri n g H ar b P er s p e ct Bi ol. 2 0 1 2; 4( 9): a 0 0 8 7 6 3.  

8 1.  H o n g -T ai Ji L -T C, Y u -H si n Li n, H si u n g -F ei C hi e n a n d C hi n -Ti n C h e n. 5 -A L A 
m e di at e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y i n d u c e s a ut o p h a gi c c ell d e at h vi a A M P -a cti v at e d 
pr ot ei n ki n a s e. M ol e c ul ar C a n c er. 2 0 1 0; 9( 9 1).  

8 2.  P e n g Q, N e sl a n d J M. Eff e ct s of P h ot o d y n a mi c T h er a p y o n T u m or Str o m a. 
Ultr a str u ct ur al P at h ol o g y. 2 0 0 4; 2 8( 5 -6): 3 3 3 -4 0.  
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8 3.  D ol m a n s D E J G J, K a d a m bi A, Hill J S, W at er s C A, R o bi n s o n B C, W al k er J P, 
et al. V a s c ul ar A c c u m ul ati o n of a N o v el P h ot o s e n siti z er, M V 6 4 0 1, C a u s e s S e l e cti v e 
T hr o m b o si s i n T u m or V e s s el s aft er P h ot o d y n a mi c T h er a p y. C a n c er R e s e ar c h. 
2 0 0 2; 6 2( 7): 2 1 5 1.  

8 4.  Et mi n a n N, P et er s C, L a k bir D, B u n e m a n n E, B or g er V, S a b el M C, et al. 
H e at -s h o c k pr ot ei n 7 0 -d e p e n d e nt d e n driti c c ell a cti v ati o n b y 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d -
m e di at e d p h ot o d y n a mi c tr e at m e nt of h u m a n gli o bl a st o m a s p h er oi d s i n vitr o. Br J 
C a n c er. 2 0 1 1; 1 0 5( 7): 9 6 1 -9.  

8 5.  C elli J P, S pri n g B Q, Ri z vi I, E v a n s C L, S a m k o e K S, V er m a S, et al. I m a gi n g 
a n d p h ot o d y n a mi c t h er a p y: m e c h a ni s m s, m o nit ori n g, a n d o pti mi z ati o n. C h e m i c al 
r e vi e w s. 2 0 1 0; 1 1 0( 5): 2 7 9 5-8 3 8.  

8 6.  St u m m er W e a. Fl u or e s c e n c e -g ui d e d s ur g er y wit h 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d f or 
r e s e cti o n of m ali g n a nt gli o m a: a r a n d o mi s e d c o ntr oll e d m ulti c e ntr e p h a s e III tri al. 
L a n c et O n c ol. 2 0 0 6 M a y; 7( 5 , 3 9 2 - 4 0 1).  

8 7.  T o n n J C, St u m m e r W. Fl u or e s c e n c e-g ui d e d r e s e cti o n of m ali g n a nt gli o m a s 
u si n g 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d: pr a cti c al u s e, ri s k s, a n d pitf all s. Cli ni c al n e ur o s ur g er y. 
2 0 0 8; 5 5: 2 0 -6.  

8 8.  Ki m A, K h ur a n a M, M ori y a m a Y, Wil s o n B C. Q u a ntifi c ati o n of i n vi v o 
fl u or e s c e n c e d e c o u pl e d fr o m t h e eff e ct s of ti s s u e o pti c al pr o p erti e s u si n g fi b er-o pti c 
s p e ctr o s c o p y m e a s ur e m e nt s. J o ur n al of Bi o m e di c al O pti c s. 2 0 1 0; 1 5( 6): 0 6 7 0 0 6.  

8 9.  C or n eli u s J F, Sl ott y P J, K a m p M A, S c h n ei d er h a n T M, St ei g er H J, El -K h ati b 
M. I m p a ct of 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d fl u or e s c e n c e -g ui d e d s ur g er y o n t h e e xt e nt of 
r e s e cti o n of m e ni n gi o m a s--wit h s p e ci al r e g ar d t o hi g h -gr a d e t u m or s. P h ot o di a g n o si s 
P h ot o d y n T h er. 2 0 1 4; 1 1( 4): 4 8 1 -9 0.  

9 0.  C ol u c ci a D, F a n di n o J, F uji o k a M, C or d o vi S, M ur oi C, L a n d olt H. 
I ntr a o p er ati v e 5-a mi n ol e v uli ni c -a ci d -i n d u c e d fl u or e s c e n c e i n m e ni n gi o m a s. A ct a 
N e ur o c hir ( Wi e n). 2 0 1 0; 1 5 2( 1 0): 1 7 1 1 -9.  

9 1.  V al d e s P A, B e k eli s K, H arri s B T, Wil s o n B C, L e bl o n d F, Ki m A, et al. 5 -
A mi n ol e v uli ni c A ci d -I n d u c e d Pr ot o p or p h yri n I X Fl u or e s c e n c e i n M e ni n gi o m a: 
Q u alit ati v e a n d Q u a nti t ati v e M e a s ur e m e nt s I n Vi v o. N e ur o s ur g er y. 2 0 1 4; 1 0( 0 1): 7 4-
8 3.  

9 2.  St u m m er W, R o dri g u e s F, S c h u c ht P, Pr e u s s M, Wi e wr o dt D, N e stl er U, et al. 
Pr e di cti n g t h e " u s ef ul n e s s" of 5 -A L A -d eri v e d t u m or fl u or e s c e n c e f or fl u or e s c e n c e -
g ui d e d r e s e cti o n s i n p e di atri c br ai n t u m or s: a E ur o p e a n s ur v e y. A ct a N e ur o c hir 
( Wi e n). 2 0 1 4; 1 5 6( 1 2): 2 3 1 5-2 4.  

9 3.  B ar b a g all o G M, C ert o F, H ei s s K, Al b a n e s e V. 5 -A L A fl u or e s c e n c e -a s si st e d 
s ur g er y i n p e di atri c br ai n t u m or s: r e p ort of t hr e e c a s e s a n d r e vi e w of t h e lit er at ur e. 
Br J N e ur o s ur g. 2 0 1 4; 2 8( 6): 7 5 0 -4.  

9 4.  A g a w a Y, W at a y a T. T h e u s e of 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d t o a s si st gr o s s t ot al 
r e s e cti o n of p e di atri c a str o bl a st o m a. C hil d' s n er v o u s s y st e m : C h N S : offi ci al j o ur n al 
of t h e I nt er n ati o n al S o ci et y f or P e di atri c N e ur o s ur g er y. 2 0 1 8; 3 4( 5): 9 7 1 -5 . 
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9 5.  K a m p M A, Fi s c h er I, B u h n er J, T ur o w s ki B, C or n eli u s J F, St ei g er H J, et al. 5 -
A L A fl u or e s c e n c e of c er e br al m et a st a s e s a n d it s i m p a ct f or t h e l o c al -i n-br ai n 
pr o gr e s si o n. O n c ot ar g et. 2 0 1 6; 7( 4 1): 6 6 7 7 6 -8 9.  

9 6.  K a m p M A, Gr o s s er P, F el s b er g J, Sl ott y P J, St ei g er H J, R eif e n b er g er G, et 
al. 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d ( 5 -A L A) -i n d u c e d fl u or e s c e n c e i n i ntr a c er e br al m et a st a s e s: 
a r etr o s p e cti v e st u d y. A ct a N e ur o c hir ( Wi e n). 2 0 1 2; 1 5 4( 2): 2 2 3 -8; di s c u s si o n 8.  

9 7.  Ut s u ki S, Mi y o s hi N, O k a H, Mi y aji m a Y, S hi mi z u S, S u z u ki S,  et al. 
Fl u or e s c e n c e -g ui d e d r e s e cti o n of m et a st ati c br ai n t u m or s u si n g a 5 -a mi n ol e v uli ni c 
a ci d -i n d u c e d pr ot o p or p h yri n I X: p at h ol o gi c al st u d y. Br ai n t u m or p at h ol o g y. 
2 0 0 7; 2 4( 2): 5 3 -5.  

9 8.  H u Y, M a s a m u n e K. Fl e xi bl e l a s er e n d o s c o p e f or mi ni m all y i n v a si v e 
p h ot o d y n a mi c di a g n o si s ( P D D) a n d t h er a p y ( P D T) t o w ar d effi ci e nt t u m or r e m o v al. 
O pt E x pr e s s. 2 0 1 7; 2 5( 1 4): 1 6 7 9 5 -8 1 2.  

9 9.  Br u d erl ei n S, S o m m er J B, M elt z er P S, Li S, O s a d a T, N g D, et al. M ol e c ul ar 
c h ar a ct eri z ati o n of p ut ati v e c h or d o m a c ell li n e s. S ar c o m a. 2 0 1 0; 2 0 1 0: 6 3 0 1 2 9.  

1 0 0.  C or n eli u s J F, Ei s m a n n L, E b b ert L, S e n g er B, P etri di s A K, K a m p M A, et al. 5 -
A mi n ol e v uli ni c a ci d -b a s e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y of c h or d o m a: I n vitr o e x p eri m e nt s 
o n a h u m a n t u m or c ell li n e. P h ot o di a g n o si s a n d P h ot o d y n a mi c T h er a p y. 
2 0 1 7; 2 0: 1 1 1 -5.  

1 0 1.  T e s hi g a w ar a T, Mi z u n o M, I s hii T, Kit aji m a Y, Ut s u mi F, S a k at a J, et al. N o v el 
p ot e nti al p h ot o d y n a mi c t h er a p y str at e g y u si n g 5 -A mi n ol e v uli ni c a ci d f or o v ari a n 
cl e ar -c ell c ar ci n o m a. P h ot o di a g n o si s P h ot o d y n T h er. 2 0 1 8; 2 1: 1 2 1 -7.  

1 0 2.  El -K h ati b M, T e p e C , S e n g er B, Di b u e-A dj ei M, Ri e m e n s c h n ei d er M J, 
St u m m er W, et al. A mi n ol e v uli ni c a ci d -m e di at e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y of h u m a n 
m e ni n gi o m a: a n i n vitr o st u d y o n pri m ar y c ell li n e s. I nt er n ati o n al j o ur n al of m ol e c ul ar 
s ci e n c e s. 2 0 1 5; 1 6( 5): 9 9 3 6 -4 8.  

1 0 3.  S c h w a k e M , N e m e s A, D o n dr o p J, S c hr o et el er J, S c hi p m a n n S, S e n n er V, et 
al. I n -Vitr o U s e of 5 -A L A f or P h ot o d y n a mi c T h er a p y i n P e di atri c Br ai n T u m or s. 
N e ur o s ur g er y. 2 0 1 8: n y y 0 5 4 -n y y.  

1 0 4.  Fi s h er C J, Ni u C, F olt z W, C h e n Y, Si d or o v a -D ar m o s E, E u b a n k s J H, et al. 
A L A -P p I X m e di at e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y of m ali g n a nt gli o m a s a u g m e nt e d b y 
h y p ot h er mi a. Pl o S o n e. 2 0 1 7; 1 2( 7): e 0 1 8 1 6 5 4 -e.  

1 0 5.  S o n g P H, B e y h a g hi H, S o m m er J, B e n n ett A V. S y m pt o m b ur d e n a n d lif e 
c h all e n g e s r e p ort e d b y a d ult c h or d o m a p ati e nt s a n d t h eir c ar e gi v er s. Q u alit y of Lif e 
R e s e ar c h. 2 0 1 7; 2 6( 8): 2 2 3 7 -4 4.  

1 0 6.  R o s s D T, S c h erf U, Ei s e n M B, P er o u C M, R e e s C, S p ell m a n P, et al. 
S y st e m ati c v ari ati o n i n g e n e e x pr e s si o n p att er n s i n h u m a n c a n c er c ell li n e s. N at ur e 
g e n eti c s. 2 0 0 0; 2 4( 3): 2 2 7 -3 5.  

1 0 7.  F arr ell T M, P ett e n gill O S, L o n g n e c k er D S, C at e C C, C o h n K H. Gr o wi n g 
c ol or e ct al t u m or s: mi ni mi zi n g mi cr o bi al a n d str o m al c o m p etiti o n a n d a s s e s si n g i n 
vitr o s el e cti o n pr e s s ur e s. C yt ot e c h n ol o g y. 2 0 0 0; 3 4( 3): 2 0 5 -1 1.  
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1 0 8.  H at a k e y a m a T, M ur a y a m a Y, K o m at s u S, S hi o z a ki A, K uri u Y, I k o m a  H, et al. 
Effi c a c y of 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d -m e di at e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y u si n g li g ht -e mitti n g 
di o d e s i n h u m a n c ol o n c a n c er c ell s. O n c ol o g y r e p ort s. 2 0 1 3; 2 9( 3): 9 1 1 -6.  

1 0 9.  B a c h or R, R ei c h, E., R ü c k, A. et al. A mi n ol e v uli ni c a ci d f or p h ot o d y n a mi c 
t h er a p y of bl a d d er c ar ci n o m a c ell s. Ur ol R e s. 1 9 9 6( 0 3 0 0-5 6 2 3 ( Pri nt)).  

1 1 0.  Z h o u B R, Z h a n g L C, P er m at a s ari F, Li u J, X u Y, L u o D. A L A -P D T eli cit s 
o xi d ati v e d a m a g e a n d a p o pt o si s i n U V B -i n d u c e d pr e m at ur e s e n e s c e n c e of h u m a n 
s ki n fi br o bl a st s. P h ot o di a g n o si s a n d P h ot o d y n a mi c T h er a p y  J u n e 2 0 1 6; 1 4( 1 8 7 3 -
1 5 9 7 ( El e ctr o ni c)): 4 7 -5 6.  

1 1 1.  Ii n u m a S, F ar s hi S S, Ort el B, H a s a n T. A m e c h a ni sti c st u d y of c ell ul ar 
p h ot o d e str u cti o n wit h 5 -a mi n ol a e v uli ni c a ci d -i n d u c e d p or p h yri n. Briti s h J o ur n al of 
C a n c er. 1 9 9 4; 7 0( 1): 2 1 -8.  

1 1 2.  F u k u d a H , B atll e A M C, Ril e y P A. Ki n eti c s of p or p h yri n a c c u m ul ati o n i n 
c ult ur e d e pit h eli al c ell s e x p o s e d t o A L A. I nt er n ati o n al J o ur n al of Bi o c h e mi str y. 
1 9 9 3; 2 5( 1 0): 1 4 0 7 -1 0.  

1 1 3.  W yl d L, S mit h O, L a wr y J, R e e d M W, Br o w n N J. C ell c y cl e p h a s e i nfl u e n c e s 
t u m o ur c ell s en siti vit y t o a mi n ol a e v uli ni c a ci d -i n d u c e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y i n vitr o. 
Briti s h J o ur n al of C a n c er. 1 9 9 8; 7 8( 1): 5 0 -5.  

1 1 4.  Li N, S u n M, W a n g Y, L v Y, H u Z, C a o W, et al. Eff e ct of c ell c y cl e p h a s e o n 
t h e s e n siti vit y of S A S c ell s t o s o n o d y n a mi c t h er a p y u si n g l o w-i nt e n sit y ultr a s o u n d 
c o m bi n e d wit h 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d i n vitr o. Pl o S o n e. 2 0 1 5( 1 7 9 1 -3 0 0 4 
( El e ctr o ni c)). 

1 1 5.  S c hi c k E, K a uf m a n n R F a u - R u c k A, R u c k A F a u - H ai n zl A, H ai n zl A F a u - 
B o e h n c k e W H, B o e h n c k e W H. I nfl u e n c e of a cti v ati o n a n d diff er e nti at i o n of c ell s o n 
t h e eff e cti v e n e s s of p h ot o d y n a mi c t h er a p y. A ct a D er m V e n er e ol. 1 9 9 5; 7 5( 4)( 0 0 0 1-
5 5 5 5 ( Pri nt)): 2 7 6 -9.  

1 1 6.  Ritt e n h o u s e -Di a k u n K, V a n L e e n g o e d H F a u - M or g a n J, M or g a n J F a u - 
Hr y h or e n k o E, Hr y h or e n k o E F a u - P a s z ki e wi c z G, P a s z ki e wi c z G F a u - W hit a k er 
J E, W hit a k er J e F a u - O s er off A R, et al. T h e r ol e of tr a n sf erri n r e c e pt or ( C D 7 1) i n 
p h ot o d y n a mi c t h er a p y of a cti v at e d a n d m ali g n a nt l y m p h o c yt e s u si n g t h e h e m e 
pr e c ur s or d elt a -a mi n ol e v uli ni c a ci d ( A L A). P h ot o c h e m P h ot o bi ol. 1 9 9 5; 6 1( 5)( 0 0 3 1 -
8 6 5 5 ( P ri nt)): 5 2 3-8.  

1 1 7.  Hr y h or e n k o E A, Ritt e n h o u s e -Di a k u n K F a u - H ar v e y N S, H ar v e y N s F a u - 
M or g a n J, M or g a n J F a u - St e w art C C, St e w art C c F a u - O s er off A R, O s er off A R. 
C h ar a ct eri z ati o n of e n d o g e n o u s pr ot o p or p h yri n I X i n d u c e d b y d elt a -a mi n ol e v uli ni c 
a ci d i n r e sti n g a n d a cti v at e d p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt e s b y f o ur -c ol or fl o w 
c yt o m etr y. P h ot o c h e m P h ot o bi ol 1 9 9 8; 6 7( 5)( 0 0 3 1 -8 6 5 5 ( Pri nt)): 5 6 5 -7 2.  

1 1 8.  N a k a y a m a T, Ot s u k a S, K o b a y a s hi T, O k aji m a H, M at s u m ot o K, H a gi y a Y, et 
al. D or m a nt c a n c er c ell s a c c u m ul at e hi g h pr ot o p or p h yri n I X l e v el s a n d ar e s e n siti v e 
t o 5-a mi n ol e v uli ni c a ci d -b a s e d p h ot o d y n a mi c t h er a p y. 2 0 1 6; 6: 3 6 4 7 8.  

1 1 9.  Gi b b s S L, C h e n B F a u - O' H ar a J A, O' H ar a J a F a u - H o o p e s P J, H o o p e s Pj 
F a u - H a s a n T, H a s a n T F a u - P o g u e B W, P o g u e B W. Pr ot o p or p h yri n I X l e v el 



R ef er e n c e s  

5 1  

c orr el at e s wit h n u m b er of mit o c h o n dri a, b ut i n cr e a s e i n pr o d u cti o n c orr el at e s wit h 
t u m or c ell si z e. P h ot o c h e m P h ot o bi ol. 2 0 0 6; 8 2( 5)( 0 0 3 1-8 6 5 5 ( Pri nt)): 1 3 3 4 -4 1.  

1 2 0.  Fri e d m a n n I, H arri s o n D F N, Bir d E S. T h e fi n e str u ct ur e of c h or d o m a wit h 
p arti c ul ar r ef er e n c e t o t h e p h y s ali p h or o u s c ell. J o ur n al of Cli ni c al P at h ol o g y. 
1 9 6 2; 1 5: 1 1 6 -2 5.  

1 2 1.  K e s ht k ar A, K e s ht k ar A, L a wf or d P. C ell ul ar m or p h ol o gi c al p ar a m et er s of t h e 
h u m a n uri n ar y bl a d d er ( m ali g n a nt a n d n or m al). I nt er n ati o n al J o ur n al of E x p eri m e nt al 
P at h ol o g y. 2 0 0 7; 8 8( 3): 1 8 5 -9 0.  

1 2 2.  N aj afi M, F ar di d R, H a d a di G, F ar di d M. T h e M e c h a ni s m s of R a di ati o n -
I n d u c e d B y st a n d er Eff e ct. J o ur n al of Bi o m e di c al P h y si c s & E n gi n e eri n g. 
2 0 1 4; 4( 4): 1 6 3 -7 2.  

1 2 3.  K e s s el D H, Oli vi er D, D o uil ar d S, P atri c e T. P D T -i n d u c e d i n vitr o b y sta n d er 
eff e ct. 2 0 0 9; 7 3 8 0: 7 3 8 0 3 Y.  

1 2 4.  C alì B, C e oli n S, C eri a ni F, B ort ol o z zi M, A g n elli ni A H R, Z or zi V, et al. Criti c al 
r ol e of g a p j u n cti o n c o m m u ni c ati o n, c al ci u m a n d nitri c o xi d e si g n ali n g i n b y st a n d er 
r e s p o n s e s t o f o c al p h ot o d y n a mi c i nj ur y. O n c ot ar g et. 2 0 1 5; 6( 1 2): 1 0 1 6 1 -7 4.  

1 2 5.  B a z a k J, F a h e y J M, W a w a k K, K or yt o w s ki W, Gir otti A W. E n h a n c e d 
a g gr e s si v e n e s s of b y st a n d er c ell s i n a n a nti -t u m or p h ot o d y n a mi c t h er a p y m o d el: 
R ol e of nitri c o xi d e pr o d u c e d b y t ar g et e d c ell s. Fr e e R a di c al Bi ol o g y a n d M e di ci n e. 
2 0 1 7 ; 1 0 2( S u p pl e m e nt C): 1 1 1-2 1.  

1 2 6.  Kl a m m er H, Ml a d e n o v E, Li F, Ili a ki s G. B y st a n d er eff e ct s a s m a nif e st ati o n of 
i nt er c ell ul ar c o m m u ni c ati o n of D N A d a m a g e a n d of t h e c ell ul ar o xi d ati v e st at u s. 
C a n c er L ett er s. 2 0 1 5; 3 5 6( 1): 5 8 -7 1.  

1 2 7.  A z z a m EI, d e T ol e d o S M, Li ttl e J B. O xi d ati v e m et a b oli s m, g a p j u n cti o n s a n d 
t h e i o ni zi n g r a di ati o n-i n d u c e d b y st a n d er eff e ct. O n c o g e n e. 2 0 0 3; 2 2( 4 5): 7 0 5 0-7.  

1 2 8.  Erl a n d s o n R A, T a n dl er B, Li e b er m a n P H, Hi gi n b ot h a m N L. Ultr a str u ct ur e of 
H u m a n C h or d o m a. C a n c er R e s e ar c h. 1 9 6 8; 2 8( 1 0): 2 1 1 5.  

1 2 9.  B er g h P, Ki n d bl o m L -G, G u nt er b er g B, R e m otti F, R y d W, M ei s -Ki n d bl o m J M. 
Pr o g n o sti c f a ct or s i n c h or d o m a of t h e s a cr u m a n d m o bil e s pi n e. C a n c er. 
2 0 0 0; 8 8( 9): 2 1 2 2 -3 4.  

1 3 0.  St u m m er W, St o c k er S, N o v ot n y A, H ei m a n n A, S a u er O, K e m p s ki O, et al. I n 
vitr o a n d i n vi v o p or p h yri n a c c u m ul ati o n b y C 6 gli o m a c ell s aft er e x p o s ur e t o 5 -
a mi n ol e v uli ni c a ci d. J o ur n al of p h ot o c h e mi str y a n d p h ot o bi ol o g y B, Bi ol o g y. 
1 9 9 8; 4 5( 2 -3): 1 6 0 -9.  

1 3 1.  W e b b er J, K e s s el D F a u - Fr o m m D, Fr o m m D. Si d e eff e ct s a n d 
p h ot o s e n siti z ati o n of h u m a n ti s s u e s aft er a mi n ol e v uli ni c a ci d. J S ur g R e s 1 9 9 7. 
1 9 9 7; 6 8( 1)( 0 0 2 2 -4 8 0 4 ( Pri nt)).  

1 3 2.  Ri c k K, Sr o k a R F a u - St e p p H, St e p p H F a u - Kri e g m air M, Kri e g m air M F a u 
- H u b er R M, H u b er R m F a u - J a c o b K, J a c o b K F a u - B a u m g art n er R, et al. 
P h ar m a c o ki n eti c s  of 5 -a mi n ol e v uli ni c a ci d -i n d u c e d pr ot o p or p h yri n I X i n s ki n a n d 
bl o o d. J P h ot o c h e m P h ot o bi ol B 1 9 9 7; 4 0( 3)( 1 0 1 1 -1 3 4 4 ( Pri nt)): 3 1 3 -9.  
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1 3 3.  J o c h a m D, Witj e s F, W a g n er S, Z e yl e m a k er B, v a n M o or s el a ar J, Gri m m M -
O, et al. I m pr o v e d d et e cti o n a n d tr e at m e nt of bl a d d er c a n c er u si n g 
h e x a mi n ol e v uli n at e i m a gi n g: a pr o s p e cti v e, p h a s e III m ulti c e nt er st u d y. T h e J o ur n al 
of Ur ol o g y. 2 0 0 5; 1 7 4( 3): 8 6 2 -6.  

1 3 4.  R u g gi eri P, A n g eli ni A, U s si a G, M o nt alti M, M er c uri M. S ur gi c al M ar gi n s a n d 
L o c al C o ntr ol i n R e s e cti o n of S a cr al C h or d o m a s. Cli ni c al Ort h o p a e di c s a n d R el at e d 
R e s e ar c h ®. 2 0 1 0; 4 6 8( 1 1): 2 9 3 9 -4 7.  

1 3 5.  N g u y e n Q T, T si e n R Y. Fl u or e s c e n c e -g ui d e d s ur g er y wit h li v e m ol e c ul ar 
n a vi g ati o n —  a n e w c utti n g e d g e. 2 0 1 3; 1 3: 6 5 3.  

1 3 6.  L a bi di M, W at a n a b e K, B o u a z z a S, Br e s s o n D, B er n at A L, G e or g e B, et al. 
Cli v u s c h or d o m a s: a s y st e m ati c r e vi e w a n d m et a -a n al y si s of c o nt e m p or ar y s ur gi c al 
m a n a g e m e nt. J N e ur o s ur g S ci. 2 0 1 6; 6 0( 4): 4 7 6 -8 4.  

1 3 7.  Z oli M, Mil a n e s e L, B o nf atti R, F a u sti ni -F u sti ni M, M ar u c ci G, T alli ni G, et al. 
Cli v al c h or d o m a s: c o n si d er ati o n s aft er 1 6 y e ar s of e n d o s c o pi c e n d o n a s al s ur g er y. 
J o ur n al of n e ur o s ur g er y. 2 0 1 7: 1 -1 0.  

1 3 8.  L y o n s M, P h a n g I, Elj a m el S. T h e eff e ct s of P D T i n pri m ar y m ali g n a nt br ai n 
t u m o ur s c o ul d b e i m pr o v e d b y i ntr a o p er ati v e r a di ot h er a p y. P h ot o di a g n o si s P h ot o d y n 
T h e r. 2 0 1 2; 9( 1): 4 0-5.  

1 3 9.  Wil s o n B C, M ull er P J, Y a n c h J C. I n str u m e nt ati o n a n d li g ht d o si m etr y f or i ntr a -
o p er ati v e p h ot o d y n a mi c t h er a p y ( P D T) of m ali g n a nt br ai n t u m o ur s. P h y si c s i n 
m e di ci n e a n d bi ol o g y. 1 9 8 6; 3 1( 2): 1 2 5 -3 3.  

1 4 0.  D u p o nt C, M or d o n S, D el e p ort e P,  R e y n s N, V er m a n d el M. A n o v el d e vi c e f or 
i ntr a o p er ati v e p h ot o d y n a mi c t h er a p y d e di c at e d t o gli o bl a st o m a tr e at m e nt. F ut ur e 
o n c ol o g y ( L o n d o n, E n gl a n d). 2 0 1 7; 1 3( 2 7): 2 4 4 1 -5 4.  

1 4 1.  M ar k s P V, B el c h et z P E, S a x e n a A, I g b a s ei m o k u m o U, T h o m s o n S, N el s o n 
M, et al. Ef f e ct of p h ot o d y n a mi c t h er a p y o n r e c urr e nt pit uit ar y a d e n o m a s: cli ni c al 
p h a s e I/II tri al ‘ a n e arl y r e p ort. Briti s h J o ur n al of N e ur o s ur g er y. 2 0 0 0; 1 4( 4): 3 1 7 -2 5.  

1 4 2.  Fil o n e n k o E V, K a pri n A D, Al e k s e e v B Y a, A p oli k hi n OI, Sl o v o k h o d o v E K, 
I v a n o v a-R a d k e vi c h VI, e t al. 5-A mi n ol e v uli ni c a ci d i n i ntr a o p er ati v e p h ot o d y n a mi c 
t h er a p y of bl a d d er c a n c er (r e s ult s of m ulti c e nt er tri al). P h ot o di a g n o si s a n d 
P h ot o d y n a mi c T h er a p y. 2 0 1 6; 1 6: 1 0 6 -9.  

1 4 3.  Br y a n R T, C olli n s SI, D a y ki n M C, Z e e g er s M P, C h e n g K K, W all a c e D M A, et 
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