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Zusammenfassung

Medulloblastome (MB) sind die haufigsten bdsartigen Hirntumoren im Kindesalter.
Patienten mit hohem Risiko haben eine schlechte Prognose und vor allem jung
erkrankte Patienten leiden auch nach Remission unter den Langzeitfolgen der
Therapie. Aufgrund dessen missen weitere Therapieoptionen eruiert werden. Bei
Glioblastomen (GBM), den haufigsten bdsartigen Hirntumoren im Erwachsenenalter,
fuhrt die Verabreichung von 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) zur Anreicherung von
Protoporphyrin IX (PPIX) in den Tumorzellen. In der fluoreszenzgesteuerten Chirurgie
wird dieses Phanomen genutzt, um den Tumor intraoperativ zu identifizieren und
hierdurch das Ausmall der Tumorresektion zu verbessern. Zudem ist PPIX ein
Photosensitizer und seine Anregung wahrend der photodynamischen Therapie (PDT)
fuhrt zu einer phototoxischen Reaktion, in deren Verlauf die Tumorzellen absterben.
Ob MB-Zellen PPIX anreichern und dies zu einer Sensitivitat der Zellen fir die PDT
fuhrt, und ob ggf. das Enzym Ferrochelatase sowie das ABCG2 Transporterprotein
(CD338) daran beteiligt sind, wird in dieser Arbeit beleuchtet.

Humane MB-Zelllinien mit (Med8A und D283) bzw. ohne Amplifikation des MYC-Gens
(UW228-2 und ONS76) wurden mit steigenden Konzentrationen von 5-ALA inkubiert
und nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die PPIX-Anreicherung
durchflusszytometrisch gemessen. Um die Sensitivitdt der Tumorzellen fur die PDT zu
ermitteln, wurden sie anschlieRend mit Laserlicht der Wellenlange 635 nm bestrahlt
(18.75 J/lcm?) und nach 24 Stunden die Zellvitalitait mittels des WST-1-Tests
quantifiziert. Die Expression der Ferrochelatase wurde mittels quantitativer
Polymerasekettenreaktion gemessen, die Aktivitdt durch die enzymatische Umsetzung
von PPIX zu Zink-Protoporphyrin, wahrend die Expression von CD338 durchfluss-
zytometrisch ermittelt wurde.

Alle MB-Zelllinien akkumulierten zeit- und dosisabhangig PPIX nach 5-ALA-Applikation
und wurden sensitiv fir die PDT-induzierte Phototoxizitat. Nicht alle Zellen innerhalb
der MB-Zelllinien wurden PPIX positiv, und die PPIX-Akkumulation insbesondere nach
kirzeren Inkubationsperioden und bei niedrigen 5-ALA-Konzentrationen war im
Vergleich zu U373 GBM-Zellen reduziert. Insgesamt war die Phototoxizitat bei MB-
Zellen mit amplifiziertem MYC-Gen mehr ausgepragt jedoch geringer als bei U373
GBM-Zellen. Unterschiede in der Ferrochelatase-Expression konnten nicht festgestellt
werden, aber die enzymatische Aktivitat war in MB-Zellen geringer als in GBM-Zellen,
wahrend CD338 nur auf den MB-Zelllinien exprimiert wurde.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass MB-Zellen eine niedrige
Ferrochelatase-Expression und -Aktivitdt besitzen, PPIX nach 5-ALA-Applikation
akkumulieren und auf eine anschliellende PDT sensitiv reagieren. Diese
Photosensitivitat war bei MB-Zellen mit amplifizietem MYC-Gen besonders
ausgepragt. Im Vergleich zu GBM-Zellen war die PPIX-Akkumulation in MB-Zellen
reduziert, auf eine Subpopulation der Zellen begrenzt und resultierte in einer
geringeren Photosensitivitat, wofir die Expression des ABCG2 Transporterproteins auf
den MB-Zellen verantwortlich sein kdnnte.



Abstract

Medulloblastoma (MB) is the most common malignant primary brain tumor of
childhood. High risk patients still have a poor outcome, and especially young patients
suffer even after remission from standard therapy induced sequelae. Therefore, other
therapeutic options need to be explored. In glioblastoma (GBM), the most frequent
malignant brain tumor in adults, application of 5-aminolaevulinic acid (5-ALA) results in
selective accumulation of protoporphyrin IX (PPIX) in the tumor cells. This can be
exploited during fluorescence-guided surgery to identify tumor tissue intraoperatively,
allowing to increase the extent of tumor resection. Moreover, PPIX is a photosensitizer,
which upon excitation during photodynamic therapy (PDT) initiates a phototoxic
reaction, killing the tumor cells. It is not entirely clear, whether MB cells also
accumulate PPIX, become sensitive to PDT-induced phototoxicity and whether
ferrochelatase as well as the ABCG2 transporter protein (CD338) are possibly
involved.

Human MYC-amplified (Med8A and D283) and non-amplified (UW228-2 and ONS76)
MB cell lines were incubated for 2 - 6 h with increasing doses of 5-ALA, and PPIX
accumulation was determined by flow cytometry. To assess sensitivity to PDT, cells
were subsequently exposed to laser light of 635 nm wavelength (18.75 J/cm?), and
after an additional 24 h culture period, viability of cells was quantified using the WST-1
assay. Expression of ferrochelatase was detected by quantitative polymerase chain
reaction. Ferrochelatase activity was quantified by measuring the enzymatic
conversion of PPIX to zinc-protoporphyrin. Expression of CD338 was detected by flow
cytometry.

All MB cell lines showed a time- and dose-dependent accumulation of PPIX after
exposure to exogenous 5-ALA and became sensitive to PDT-induced phototoxicity. Not
all cells within the MB cell lines became PPIX positive, and PPIX accumulation was
reduced compared to U373 GBM cells at shorter incubation periods and limiting 5-ALA
doses. Overall, photosensitivity was more pronounced in MYC-amplified MB cells, but
always lower compared to GBM cells. There was no difference in expression of
ferrochelatase, but enzymatic activity appeared to be reduced in the MB cells
compared to U373 GBM cells, whereas CD338 was expressed on the MB cells only.

In summary, MB cells show low expression and enzymatic activity of ferrochelatase,
accumulate PPIX after application of 5-ALA and become sensitive to subsequent PDT.
Photosensitivity is more pronounced in MYC-amplified cells. In contrast to GBM cells,
however, PPIX accumulation appears to be reduced, restricted to a subset of cells and
associated with lower photosensitivity of the MB cells, possibly due to expression of the
ABCG?2 transporter protein on MB cells.
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1. Einleitung

1.1 Die Epidemiologie des Medulloblastoms

Das Medulloblastom (MB) ist ein neuroepithelialer, primarer Tumor des Gehirns, der im
Kleinhirn bzw. im vierten Ventrikel lokalisiert ist [1]. Es macht 15 - 20% aller
padiatrischen Tumoren des Zentralen Nervensystems (ZNS) aus und ist damit das
haufigste Malignom des ZNS bei Kindern. Die jahrliche Inzidenzrate in Europa ist bei
Kindern im Alter von 1 bis 9 Jahren am hoéchsten, mit knapp unter 8 Fallen pro eine
Million Kinder; bei Sauglingen und Kindern im Alter von 10 - 14 Jahren ist die Inzidenz
niedriger [2, 3]. In den USA zeigte sich 2001 - 2013 die hochste Inzidenz bei Kindern
zwischen 1 - 4 Jahren [3]; 80% aller diagnostizierten MB betrafen Kinder unter 16
Jahren. Unter 5% aller Medulloblastome sind mit hereditaren Erkrankungen wie der

familiaren adenomatdsen Polyposis und dem Gorlin-Syndrom einhergehend [4].
1.2 Die Pathologie des Medulloblastoms

Histopathologisch kénnen MB in klassische, desmoplastisch-nodulare, anaplastische
und MB mit ausgepragter Nodularitéat bzw. gro3zellig eingeteilt werden. Am seltensten

wurde das melanotische MB beschrieben.

Das klassische MB zeichnet sich durch kleine, hyperchromatische Zellkerne und wenig
Zytoplasma aus. Das desmoplastische-nodulare MB ist histologisch durch
Reikulinfaser-freie  Zellinseln gekennzeichnet, die von desmoplatischen, d.h.
Retikulinfaser-reichen,  mitotisch  aktiven = Tumoranteilen = umgeben  werden
Anaplastische MB zeigen einen Pleomorphismus im Tumorbereich, oft assoziiert mit
einer hohen Rate an Mitosen und apoptotischen Zellen. Das MB mit ausgepragter
Nodularitat besteht aus groflen, knoétchenférmigen, Retikulinfaser-freien Inseln mit
neurozytar differenzierten Tumorzellen in einer Neuropilartigen Matrix. Diese werden
von meist relativ sparlich ausgepragten, Retikulinfaser-reichen Septen mit
eingelagerten undifferenzierten Tumorzellen umgeben. Akkumuliert Melanin im
Zytoplasma der neuroepithelialen MB-Zellen, handelt es sich um ein melanotisches
MB.

2010 legten Experten in Boston die Einteilung des MB in vier Subtypen fest, welche
von der WHO Ubernommen wurde (Abb. 1). Die WHO teilte das MB genetisch in die
Subtypen Wingless (WNT)-aktiviert, Sonic-Hedgehog (SHH)-aktiviert, Gruppe 3 und

Gruppe 4 ein. Die zugrunde liegenden Signalwege in Gruppe 3 und 4 sind bis dato



noch nicht bekannt, jedoch werden innerhalb der vier Gruppen zunehmend

Subgruppen identifiziert [5, 6].

Molekulare Subgruppen des Medulloblastoms
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Abb. 1: Die molekularen Subgruppen des Medulloblastoms (modifiziert nach Millard et al. [7]).
1.2.1  WNT-aktiviertes Medulloblastom

Die WNT-Gruppe macht 10% aller MB aus. Die Tumoren zeigen die klassische
Histologie und metastasieren selten. Die Patienten haben mit 95% die besten 5- und
10-Jahres-Uberlebensraten [8-10]. Im Durchschnitt sind Patienten zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose zehn Jahre alt.

90% der Tumoren haben Mutationen im R-Catenin (CTNNB1), einer
Schlisselkomponente des WNT-Signalwegs, dessen durchgehende Aktivierung
wahrscheinlich ursachlich an der Ausbildung des MB der WNT-Subgruppe beteiligt ist
[8, 11-13]. In der WNT-Gruppe zeigen die Tumoren eine relativ hohe MYC-Expression,
vergleichbar zur Gruppe 3, obwohl eine MYC-Uberexpression normalerweise mit einer
schlechteren Prognose einhergeht [14]. Interessanterweise besitzen die Tumoren
keine MYC-Amplifikation [15]. MYC wird vermutlich aufgrund der Interaktion von R3-
Catenin mit den TCF/LEF Proteinen des WNT-Signalwegs Uberexprimiert, weshalb
davon auszugehen ist, dass die MYC-Uberexpression in der WNT-Gruppe keine
Ursache fir die Tumorgenese ist, sondern ein Ergebnis der verstarkten WNT-
Aktivierung darstellt [16].



1.2.2 SHH-aktiviertes Medulloblastom

SHH-aktivierte MB machen 30% der MB aus [12]. Die Tumoren sind histologisch
hauptsachlich vom desmoplastischen oder nodularen Typ und zeichnet sich durch eine
UbermaRige Aktivierung des SHH-Signalwegs aus. Hierdurch kommt es zur Expression
von Cyclin D1, welches als Komplex mit CDK4 und 6 den Ubertritt von der G1-Phase
in die S-Phase des Zellzyklus bewirkt.

Bei Patienten mit SHH-aktivierten MB zeigt sich ein Gesamtliberleben nach funf und
zehn Jahren von 60 - 80% [17, 18]. SHH-aktivierte MB finden sich gehauft in den
Kleinhirnhemispharen [19]. Die SHH-Gruppe kann weiter in Tumoren mit mutiertem
bzw. Wildtyp TP53 differenziert werden, die groRe Unterschiede im klinischen
Outcome zeigen. Bei Patienten mit TP53- Mutation lag das 5-Jahres-Uberleben bei
41% + 9%, wahrend Patienten ohne TP53-Mutation ein 5-Jahres-Uberleben von 81% =
5 % zeigten [20]. MB mit TP53-Mutationen sind oft mit einer Resistenz gegenlber den
konventionellen Therapieschemata vergesellschaftet und beddrfen alternativer
Therapiemethoden [20-22]. TP53-Mutationen findet man ebenfalls in der WNT-Gruppe,

scheinen jedoch dort das Outcome der Patienten nicht zu verschlechtern [23].
1.2.3 Gruppe 3 Medulloblastome

Gruppe 3 MB machen 25% der MB aus und das Alter der Patienten zum
Diagnosezeitpunkt liegt zwischen drei und flnf Jahren [12]. Die Tumoren zeigen haufig
Amplifikationen der MYC- und OTX-2-Protoonkogene. Die Metastasierungsrate ist in
Gruppe 3 MB hoéher als bei den anderen Subgruppen. Auch kommt es bei Gruppe 3
MB eher zum Rezidiv fernab des urspringlichen Tumorbettes [23-25]. Gruppe 3
Tumoren zeichnen sich durch eine ausgepragte genomische Instabilitdt aus, was zu
einem sehr schlechten Outcome flr die Patienten flhrt [9, 11]. Bei Kleinkindern liegt
das 5-Jahres-Uberleben bei 45%, bei Kindern bei 58%. Wenn keine MYC-Amplifikation
vorliegt, wird ein MB der Gruppe 3 hingegen entsprechend dem Standardrisiko einstuft.
Im Gegensatz zu Gruppe 4 MB kommen Amplifikationen von MYCN- und Cyclin-

Dependent Kinase 6 (CDK6) Protoonkogenen kaum vor.
1.2.4 Gruppe 4 Medulloblastome

Gruppe 4 MB ist die am haufigsten auftretende Subgruppe mit einem Anteil von 35%
[17]. Dennoch ist dieser Subtyp bisher am wenigstens molekulargenetisch genau
charakterisiert. In Gruppe 4 kommen vermehrt Amplifikationen von MYCN und CDK6
vor. Bei weiblichen MB-Patientinnen zeigt sich bei 80% ein Verlust eines X-

Chromosoms. [11] 30% aller Patienten mit einem MB der Gruppe 4 haben zum
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Diagnosezeitpunkt bereits Metastasen [11]. Das 5-Jahres-Uberleben liegt bei 75%, ist
jedoch abhangig vom Metastasierungsgrad und der Anwesenheit von Chromosom 11
[11, 23]. Im Gegensatz zu Gruppe 3-Tumoren haben Patienten mit Gruppe 4 MB mit
Verlust von Chromosom 11 ein besseres Outcome [26]. Bei Kindern mit MB der
Gruppe 4 ist die Prognose fir Kinder vergleichbar der SHH-Tumoren, bei
Erwachsenen jedoch ist die Prognose deutlich schlechter. Gruppe 3 und 4 MB sind
sich ahnlicher als WNT und SHH MB.

1.3 Die Klinik des Medulloblastoms

Die Klinik des MB prasentiert sich in der Regel lokalisationsabhangig sowie
altersabhangig [27]. Da MB zumeist im vierten Ventrikel lokalisiert sind, sind die
Symptome meistens haufiges Erbrechen und wiederkehrende Kopfschmerzen. Dies ist
auf den erhohten intrakraniellen Druck zurlckzufuhren. In den Kleinhirnhemisphéaren
gelegene MB gehen haufig mit einer Ataxie einher. [7]. Bei Diagnose zeigt sich oft ein
Papillenédem, Nystagmen oder aber auch Lasionen von Hirnnerven, besonders haufig
des N. oculomotorius, N. trochlearis und N. abducens. Bei kleineren Kindern ist die
Diagnosestellung oft erschwert. Hier konnen motorische als auch geistige
Entwicklungsverzdgerungen sowie eine Zunahme des Kopfumfanges im Rahmen
eines Hydrozephalus Hinweise sein. Aber auch hier kédnnen Trinkschwache und
Erbrechen Symptome sein [28]. Die WNT-Gruppe scheint als einziger Subtyp eher
nicht mit einem Hydrozephalus als Symptom einherzugehen [29]. Die Vorstellung der
Patienten erfolgt durch das meist grol3e Ausmal sowie die Schwere der Klinik bei bis
zu 80% innerhalb von 12 Wochen nach dem Beginn der ersten Symptome [30]. Ein
langeres Zeitfenster von ersten Symptomen bis zur Diagnose ist verbunden mit

endokrinen Defiziten, Visusverlust und Schiefhaltung des Kopfes [31].

Diagnostiziert wird das MB mittels Computertomographie oder
Magnetresonanztomographie (MRT) [32]. Im MRT Schéadel zeigt sich eine hypointense
Raumforderung in der T1-Wichtung mit heterogener Anreicherung des Kontrastmittels
Gadolinium [33]. Muster im Anreicherungsverhalten von Kontrastmitteln sowie der
Tumorlokalisation im MRT scheinen spezifisch je nach Subgruppe zu sein [29].
Differentialdiagnostisch kommen in der Bildgebung bei Raumforderung in der Fossa
cranii posterior von Kindern auch Ependymome, pilozytische Astrozytome, Teratome
und Hamangioblastome in Frage [34]. Bei der Diagnosestellung eines MB ist eine
komplette Bildgebung vom Gehirn bis zum Spinalkanal indiziert, um eine Ausbreitung
des MB entlang des Liquorsystems wund daraus entstehende mdgliche

Abtropfmetastasen zu diagnostizieren.



Zur Sicherung der Diagnose durch eine Biopsie gibt es die Methode des
stereotaktischen Operierens. Diese Methode bendtigt jedoch eine Fixierung am
Schadel, was gerade bei Kleinkindern kontraindiziert ist. Die elektromagnetische
chirurgische Navigation hingegen benétigt keine Fixierung und erlaubt Bewegungen
des Kopfes, welches sie jedoch unpraziser als das stereotaktische Verfahren macht
[35]. Um die meningeale Dissemination nachzuweisen ist ebenfalls die Gewinnung
einer Zytologie durch eine Lumbalpunktion zu empfehlen. Bei Patienten, die mit einem
Hydrozephalus vorstellig werden, ist die Lumbalpunktion jedoch kontraindiziert und

kann erst postoperativ durchgefiihrt werden [36].

1.4  Der Therapiestandard des Medulloblastoms

Der aktuelle Therapiestandard besteht aus mdglichst umfassender und sicherer
Resektion, kraniospinaler Radiatio sowie adjuvanter Chemotherapie [2]. Bei Tumoren
mit normalem Risiko wird eine kraniospinale Bestrahlung mit 23,4 Gy benutzt mit
Boosterung des Tumorbetts mit 54 Gy. Patienten werden der High Risk-Gruppe
zugeordnet, wenn sie ein Residuum des Tumors von > 1,5 cm? haben, lokale oder
disseminierte Metastasen vorliegen und die Liquor-Zytologie positiv ist [37]. Bei High
Risk-Patienten erfolgt eine kraniospinale Bestrahlung mit bis zu 39,6 Gy mit einer
Boosterung bis zu 55,8 Gy, je nach Ausmaly der Metastasierung. Das Schema der
Chemotherapie besteht aus Cyclophosphamid, Vincristin und Cisplatin; das
rezidivierende MB wird mit Topotecan behandelt [38]. In aktuellen Studien scheint beim
Rezidiv zudem Temozolomid ein vielversprechender Therapieansatz zu sein [39]. Um
das Ausmald von Therapieschaden mdglichst gering zu halten, werden
strahlenreduzierte Protokolle bei Kleinkindern sowie dosisreduzierte Schemata bei

Patienten, die nicht zur High Risk-Gruppe gehdren eingesetzt.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit operativer Therapie liegt bei 72 + 1%,
ohne Operation reduzierte sich das Uberleben auf 35 + 6% [40]. Nach einem Rezidiv

ist das mediane Uberleben 10,3 Monate [41].

Die 5-Jahres-Uberlebensrate der MB-Patienten liegt abhdngig von Subtyp,
Risikogruppe und Krankheitsausmal bei Diagnosestellung zwischen 60 - 95% [2, 9,
24, 42]. Sobald das MB rezidiviert, sinkt das 2-Jahres-Uberleben auf 9% - 18% [41,

43]. Die Haupttodesursache bei Patienten mit Medulloblastom ist die Metastasierung.

Die Subgruppe sollte bei Therapieentscheidungen sowie Risikostratifizierung
hinzugezogen werden [42]. Mit Erreichen von < 1,5 cm? Resttumor korreliert das

Ausmald der Resektion mit dem Gesamtlberleben der Patienten. Dies ist durch die
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Infiltration des Tumors in nicht-resezierbare Bereiche wie den Hirnstamm erschwert.
Hinzukommend ist es zudem nicht immer mdglich, das Tumorgewebe vom gesunden
Hirngewebe intraoperativ zu differenzieren, was ebenfalls eine nahezu komplette
Resektion verhindern kann [43]. Bei nahezu totaler Resektion ist die totale Resektion
dieser, aufgrund postoperativer neurologischer Defizite, nicht Uberlegen, unabhangig

von der Subgruppe [44].

Da das MB vor allem Kleinkinder und Kinder trifft, sollte man ebenfalls die
Langzeitfolgen der aktuellen Therapieschemata betrachten. Eine bekannte
Komplikation, die ein Viertel der operierten Patienten betrifft, ist das Posterior-Fossa-
Syndrom. Es entsteht meist nach der Resektion von MB in der Fossa cranii posterior.
Das Syndrom besteht aus reduzierter Sprache bis hin zu komplettem Mutismus, Ataxie
und muskularer Stammhypotonie. Die Symptome manifestieren sich ein bis zwei Tage
nach der Operation und sind haufig assoziiert mit radikaler Resektion sowie
Hirnstamminfiltration des MB. Bei Tumorresektion in der zerebellaren Hemisphare
wurde das Syndrom bisher nicht beschrieben. Auch Uber ein Jahr nach der Resektion
sind viele Patienten immer noch massiv beeintrachtigt [45, 46]. Mannliche Patienten
sind eher von diesem Syndrom betroffen und auch die Auspragung des postoperativen
Odems sowie die transiente Ischamie scheinen die Entstehung des Posterior-Fossa-
Syndroms zu foérdern [47]. Eine neuere Studie [48] zeigt aulerdem einen
Zusammenhang zwischen der Subgruppe und der Entwicklung eines postoperativen
Mutismus auf. Hier schienen WNT-aktivierte MB und MB der Gruppe 3 und 4 ein

hoheres Risiko als Patienten der SHH- Gruppe zu haben.

Bei Kindern unter einem Jahr, Erwachsenen und High Risk-Patienten sind die
Outcomes schlecht, und viele der Patienten leiden trotz langer Uberlebensdauer an
den therapieinduzierten Folgen und Komplikationen der kranialen Bestrahlung und
Chemotherapie. Zu diesen gehéren neben neuroendokriner Dysfunktion auch
neurologische und psychosoziale Defizite, Stérungen der Entwicklung oder sekundare
Neoplasien [3, 49-53]. Die 10-Jahres-Rate an Sekundartumoren liegt bei 4,2% nach
Therapie. Die Zweitumoren sind haufig maligne hochgradige Gliome, die oft Uber flinf
Jahre nach Behandlung des MB entstehen und diagnostiziert werden [54]. Zudem
haben Patienten mit Zustand nach Radiatio ein signifikant héheres Risiko gegenliber

der Normalbevdlkerung, einen Schlaganfall zu bekommen [55].

Diese Therapiefolgen halten teilweise noch Jahre nach der Behandlung und der
Remission an, so beispielsweise die Vincristin-induzierte periphere Neuropathie,
welche oft persistiert oder sich Uber Monate verschlechtert [56]. Cisplatin kann
ebenfalls zu einer peripheren Neuropathie fiihren, von der sich die Patienten nicht

komplett erholen. Zudem kann Cisplatin irreversibel ototoxisch wirken und betrifft mit

6



dieser Nebenwirkung vor allem Kinder unter funf Jahren, was soziale Interaktionen als
auch die akademische Karriere mafigeblich einschrankt [57, 58]. Zusammen flhren
diese therapieinduzierten Spatfolgen zudem zu einer sozialen Isolation, die die
Lebensqualitdt der meisten Patienten auch noch nach Jahren bis Jahrzehnte stark
beeintrachtigt [59-64]. Die Therapiefolgen und insbesondere die Ausbildung von
Sekundartumoren wird mit Verbesserung der Therapiekonzepte und Verlangerung des

Uberlebens der Patienten immer mehr in den Mittelpunkt riicken.

Die Subgruppe des MB wechselt auch nicht bei Rezidiven, sodass die initiale Therapie
entsprechend spezialisiert werden sollte, wobei bei Gruppe 3 und 4 Tumoren vor allem
auf Metastasen ausgelegte Therapiemodelle evaluiert werden sollten [25]. Dennoch
zeigen metastasierte MB molekulare Besonderheiten, die im Primartumor nicht
vorkommen, weswegen bei Rezidiv eine erneute Tumoruntersuchung empfehlenswert
scheint [65].

1.5  5-Aminolavulinsaure-basierte photodynamische Therapie

Die photodynamische Therapie (PDT) nutzt die selektive Anreicherung eines
Photosensitizers in Zellen, der durch Licht einer definierten Wellenlange angeregt wird,
wodurch es zu einer photochemischen Reaktion kommt, in deren Verlauf reaktive

Sauerstoffspezies gebildet werden, die die entsprechenden Zellen abtéten [66-68].

1904 beschrieben Von Tappeiner und Jodblauer zum ersten Mal einen
.photodynamischen Effekt* in der topischen Anwendung von Anilinfarbstoffen, was zu
einer Fluoreszenz in Protozoen flhrte [69, 70]. 1908 wurde der Einsatz von
Hamatoporphyrin im Rahmen der Photodynamik in einer ersten Studie von Hausmann
im Mausmodell berichtet. Mit Studien Anfang des 20. Jahrhunderts und bis heute
wurde dann der Grundstein flr die photodynamische Therapie und den heutigen

Einsatz in der Tumortherapie gelegt [71-74].

1990 prasentierten Kennedy und Kollegen 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) als neuen
Photosensitizer [75, 76]. 5-ALA ist ein Metabolit der Hamsynthese (Abb. 2). Nach
oraler Verabreichung kann es die Blut-Hirn-Schranke passieren und wird durch die
Peptidtransporter 1 und 2 ins Zytosol von Zellen transportiert. Aus zwei Molekilen 5-
ALA entsteht Porphobilinogen, welches vom Zytosol tber den Adenosine Triphosphate
Binding Cassette Subfamily B Member 6 (ABCG6) Transporter in die Mitochondrien
transportiert und dort Uber drei weitere Reaktionen zu Protoporphyrin IX (PPIX)
umgewandelt wird [77-79]. Das Enzym Ferrochelatase katalysiert anschliefend die
Reaktion von PPIX zu Ham durch den Einbau von Eisen [80-82]. Dies ist der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Ein Mangel an Ferrochelatase fihrt bei



zahlreichen Tumorentitaten zur selektiven Anreicherung von PPIX in den Tumorzellen.
Ein Gegenspieler ist das Adenosine Triphosphate Binding Cassette Subfamily G
Member 2 (ABCG2) Transporterprotein (CD338), welches PPIX wieder aus den Zellen
transportieren kann [78, 83, 84].

ABCG2 hat mehrere Ansatzpunkte fir pharmakologische Substanzen. Es flhrt durch
einen Adenosintriphosphat-abhangigen Efflux von Chemotherapeutika zudem in vielen

Malignomen zur Therapieresistenz [85, 86].
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Abb. 2: Die Hamsynthese und die Verstoffwechselung von 5-Aminolavulinsaure (5-ALA): 5-ALA
kann durch die 5-ALA-Synthase im Mitochondrium aus Glycin und Succinyl-COA gebildet werden.
Coproporphyrinogen Il kann Uber den ABCB6-Transporter aus dem Zytosol in das Mitochondrium
transportiert werden, wo es enzymatisch zu PPIX umgewandelt wird. 5-ALA gelangt nach oraler
Applikation tber den PEPT1- und PEPT2-Transporter in die Zelle und wird dort zu Coproporphyrogen

metabolisiert. Modifiziert nach Teng et al. [87].

Bei der 5-Aminolavulinsaure-basierten photodynamischen Therapie (5-ALA/PDT) wird
die selektive Anreicherung des Photosensitizers PPIX ausgenutzt, um Tumorzellen
durch Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange von 635 nm abzutéten. Sie ist flr
verschiedene Tumorerkrankungen, wie zum Beispiel Hauttumoren, dermatologische
Prakanzerosen wie aktinische Keratosen, Blasenkarzinome oder das Kolonkarzinom
eine zugelassene Therapieoption [88-91]. MaRgeblich fir den Erfolg und die Wirkung
der 5-ALA/PDT ist das Ausmal der PPIX-Anreicherung nach der Applikation von 5-
ALA. Hierfur ist einerseits eine niedrige Aktivitat der Ferrochelatase entscheidend,
andererseits aber auch von Proteinen wie ABCG2, welche PPIX aus den Zellen hinaus

transportieren [92]. 5-ALA besitzt dabei auflerdem in der klinischen Anwendung



gegenuber anderen Photosensitizern den Vorteil einer kurzen Eliminationszeit, sodass
es zu einer besseren Lebensqualitdt seitens der Patienten kommt und schwere
Nebenwirkungen wie Hautreaktionen durch UV-Strahlung vermieden werden konnen
[93].

Mittels spezieller Operationsmikroskope wird dartiber hinaus der Einsatz von 5-ALA flr
die intraoperative Photodiagnostik moéglich. Werden Tumoren, in welchen es nach
Applikation von 5-ALA zu einer PPIX-Anreicherung kam, mit Licht im blauen
Spektralbereich (400 nm) beleuchtet, emittieren die Tumorzellen rotes Licht einer
Wellenlange von 635 nm, welches zur intraoperativen Visualisierung des Tumors und
hierdurch zur Verbesserung des Resektionsausmalles genutzt werden kann. Beim
Glioblastom (GBM) findet dieses Verfahren bereits Anwendung [94-96].

1.6  Anwendung der 5-ALA/PDT bei Hirntumoren

In Zellen des GBM konnte eine niedrige Aktivitdt der Ferrochelatase nachgewiesen
werden [97], die nach 5-ALA-Applikation zu einer Anreicherung von PPIX fuhrt und
dadurch eine intraoperative Visualisierung des Tumors bei Bestrahlung mit Licht von
400 nm Wellenlange ermoglicht. Hierdurch konnte der Anteil komplett resezierter
Tumoren signifikant erhéht werden, verbunden mit einem Uberlebensvorteil fur die
Patienten [98, 99]. Auch der Einsatz der 5-ALA/PDT in ersten klinischen Studien ist
vielversprechend und deutet eine Wirksamkeit dieses Therapieansatzes beim GBM an
[88, 95, 99-102]. Selbst die ansonsten fur die Chemo- oder Radiotherapie resistenten
GBM-Stammzellen scheinen zumindest in vitro sensitiv fur die 5-ALA/PDT zu sein
[103].

Auch fir andere Hirntumoren, wie das Meningeom und Hypophysenadenom, konnte
bereits dokumentiert werden, dass sie PPIX anreichern und hierdurch einerseits
sensitiv fur die 5-ALA/PDT werden und andererseits eine photodiagnostische

intraoperative ldentifizierung des Tumors maéglich wird [104-106].

Fir das MB wurde ebenfalls eine verringerte Aktivitat der Ferrochelatase berichtet
[107] und erste Case Reports beschreiben den Einsatz der fluoreszenzgesteuerten
Chirurgie bei padiatrischen Hirntumoren, wobei nicht fir alle MB Tumoren eine PPIX-
Anreicherung beobachtet wurde, die eine diagnostische Ausnutzung ermdglichte [107-
109]. In einer Studie wurde des Weiteren in vitro die Sensitivitat von MB-Zellen

gegenuber einer 5-ALA-basierter PDT nachgewiesen [110].



2. Zielsetzung der Arbeit

Bisher ist nicht eindeutig geklart, ob MB-Zellen PPIX nach der Applikation von 5-ALA
anreichern und hierdurch sensitiv fur eine PDT werden bzw. ob die Anreicherung
photodiagnostisch ausgenutzt werden kann. Vier vorherige Veroffentlichungen weisen
auf eine PPIX-Akkumulation in vitro hin [110-113] und drei dieser Studien zeigen auch
eine Sensitivitat der MB-Zellen gegenlber der PDT [110, 112, 113]. In vivo sind die
Ergebnisse bisher jedoch noch sehr uneinheitlich. In vier Case Reports [107-109, 114]
und zwei kleineren Studien zu padiatrischen Hirntumoren, einschlieRlich des MB [115,
116], konnte eine PPIX-Fluoreszenz nur in vier von elf MB-Patienten nachgewiesen

werden.

Zur genaueren Evaluierung der PPIX-Akkumulation sowie ihrer Auswirkung auf die
Sensitivitat der Zellen fur eine PDT sollte deshalb an vier MB-Zelllinien (zwei mit und
zwei ohne Amplifikation des MYC-Gens) die Dosis- und Zeitabhangigkeit der PPIX-
Anreicherung untersucht und mit der Anreicherung in GBM-Zellen verglichen werden.
Des Weiteren sollte gepruft werden, ob die PPIX-Anreicherung in den MB-Zellen ggf. in
ihrer Sensitivitdt gegenuber einer PDT-Behandlung resultiert und ob das Enzym
Ferrochelatase bzw. der ABCG2 Transporter an der PPIX-Akkumulation in den MB-
Zellen beteiligt sind.
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Keywords: Background: Medulloblastoma (MB) is the most common malignant primary brain tumor of childhood. High risk
5-ALA patients still have a poor outcome, and especially young patients suffer from standard therapy induced sequelae.
Medulloblastoma Therefore, other therapeutic options need to be explored. In glioblastoma (GBM), application of 5-aminolae-
PDT

vulinic acid (5-ALA) results in selective accumulation of protoporphyrin IX (PPIX) in the tumor cells, which can

ll:hotoi:algr:osls be exploited during fluorescence-guided surgery to increase the extent of resection or for photodynamic therapy
errochelatase . . e . . s
ABCG2 (PDT) induced phototoxicity. It is not entirely clear, whether MB cells accumulate PPIX and are sensitive to PDT.

Methods: Human MYC-amplified (Med8A and D283) and non-amplified (UW228-2 and ONS76) MB cell lines
were incubated for 2, 4 or 6h with increasing doses (0-100 ug/ml) of 5-ALA, and PPIX accumulation was
determined by flow cytometry. To assess sensitivity to 5-ALA/PDT, cells were incubated with 5-ALA and sub-
sequently exposed to laser light of 635 nm wavelength (18.75J/cm?). After an additional 24 h culture period,
viability of cells was quantified using the WST-1 assay. Expression of ferrochelatase was detected by reverse
transcription and quantitative polymerase chain reaction. Ferrochelatase activity was quantified by measuring
the enzymatic conversion of PPIX to zinc-protoporphyrin. Expression of the ABCG2 transporter protein CD338
was detected by flow cytometry.

Results: All MB cell lines showed a time- and dose-dependent accumulation of PPIX after exposure to exogenous
5-ALA and became sensitive to 5-ALA/PDT-induced phototoxicity. PPIX accumulation was reduced compared to
U373 GBM cells at shorter incubation periods and limiting 5-ALA doses. Moreover, not all MB cells became PPIX
positive and overall phototoxicity was lower in the MB cell lines. Notably, the MYC-amplified MB cells de-
monstrated a more pronounced photosensitivity compared to their non-amplified counterparts. There was no
difference in expression of ferrochelatase, but enzymatic activity appeared to be reduced in the MB cells com-
pared to U373 GBM cells, whereas CD338 was expressed on the MB cells only.

Conclusion: Medulloblastoma cell lines accumulate PPIX after application of 5-ALA and become sensitive to PDT,
associated with low ferrochelatase expression and activity. Photosensitivity is more pronounced in MYC-am-
plified cell lines. In contrast to GBM cells, however, PPIX accumulation appears to be reduced, restricted to a
subset of cells and associated with lower photosensitivity of the MB cell lines, possibly due to expression of the
ABCG2 transporter protein CD338 on MB cells.
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1. Introduction

Medulloblastoma (MB) is a neuroepithelial, WHO grade IV primary
brain tumor, located in the cerebellum and the fourth ventricle.
Metastatic dissemination through the cerebrospinal fluid is detected in
approximately one third of children at diagnosis. The risk of metastatic
disease varies significantly between molecular subgroups and specific
subtypes [1,2]. In children, MB is the most frequent malignant tumor of
the central nervous system (CNS), accounting for 15-20% of pediatric
CNS tumors [3,4]. The highest incidence (6-9 per million) is found in
children of age 1-9; in adults it is rare (0.6 per million) [3,5]. Histo-
logically, classic, desmoplastic-nodular, large-cell/anaplastic and MB
with extensive nodularity (MBEN) subtypes can be discriminated,
whereas the genetic classification of the WHO divides the tumors into
wingless (WNT)-activated, sonic-hedgehog (SHH)-activated, group 3
and group 4 MB [6-10]. The current multimodal treatment combines
maximal safe resection, craniospinal irradiation and chemotherapy.
Due to therapy-associated sequelae, including neurological, neu-
roendocrine, developmental and psychosocial deficits, radiation
sparing protocols are used in infants and reduced-dose protocols in
standard risk children and adolescent/adult patients. Five-year survival
ranges from 60 to 95%, depending on subtype and risk group
[3,4,11,12].

The extent of surgical resection is a strong prognostic factor.
Patients in whom gross-total resection has been achieved (residual
tumor < 1.5 cm?) have superior overall survival [13], and they are
stratified accordingly into standard and high risk groups, with the latter
receiving intensified treatment [3,4]. However, gross-total resection is a
neurosurgical challenge. Medulloblastoma frequently infiltrates ad-
jacent vulnerable areas, including the brainstem, and clear in-
traoperative identification of the tumor can be difficult, increasing the
risk for resection-associated morbidity. Thus, intraoperative visualiza-
tion of the tumor may contribute to improve the extent of resection in
MB. Moreover, in high risk patients prognosis is still poor and novel
therapeutic modalities are needed.

In glioblastoma (GBM), the most frequent primary brain tumor in
adults [14], 5-aminolaevulinic acid (5-ALA)-based intraoperative
photodiagnosis and photodynamic therapy (PDT) [15-20] are potent
diagnostic and therapeutic approaches, respectively. Supplementation
with exogenous 5-ALA results in protoporphyrin IX (PPIX) accumu-
lation in GBM cells, partially due to low ferrochelatase activity
[21,22], allowing for intraoperative identification of the tumor, when
exposed to light near 400 nm wavelength during fluorescence-guided
surgery [15,16]. Thereby, the extent of resection can safely be in-
creased, providing a survival benefit for the patients [16,20]. When
exposed to light of 635 nm wavelength, PPIX acts as a potent photo-
sensitizer for PDT [18,23]. Its excitation initiates a photochemical
reaction, generating highly reactive oxygen species, particularly
singlet oxygen, which kill the tumor cells [24]. Early clinical reports
suggest that 5-ALA/PDT is feasible, safe and potentially effective in
treating GBM [17,19,25].

Whether MB cells accumulate PPIX after application of 5-ALA and
thereby become sensitive to PDT is not entirely clear. There are four
previous reports indicating PPIX accumulation in vitro [26-29], with
three of the studies showing also sensitivity to PDT [26,27,29].
However, in vivo data are conflicting. In four case reports [30-33]
and two smaller studies on pediatric brain tumors, including MB
[34,35], PPIX fluorescence has been observed after application of 5-
ALA in 4 out of 11 patients only. To further evaluate the therapeutic
potential of 5-ALA in MB, we have compared four MB cell with and
without MYC amplification to an established GBM cell line and ad-
dressed the questions whether they accumulate PPIX, become sen-
sitive to PDT and whether they differ in ferrochelatase expression
and activity and ABCG2 (adenosine triphosphate (ATP)-binding
cassette subfamily G member 2; CD338) transporter protein expres-
sion.
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2. Material and Methods
2.1. Cell Culture

The MB cell lines Med8A (MYC-amplified), UW228-2 (non-MYC-
amplified) and ONS76 (non-MYC-amplified) [36] were cultured as
monolayers at 37 °C and 5% CO, in a humidified atmosphere in high
glucose DMEM medium (Gibco/ThermoFisher Scientific, Karlsruhe,
Germany) supplemented with 2 mM t-glutamine (Lonza, Verviers, Bel-
gium), 50 pg/ml gentamycin (Lonza) and 10% fetal calf serum (FCS;
Gibco/ThermoFisher Scientific). The MB cell line D283 (MYC-ampli-
fied) [36] was cultured in supplemented (see above) MEM medium
(Gibco/ThermoFisher Scientific). Cells were passaged when they
reached 80-90% confluency.

The GBM cell line U373 served as positive control for all experi-
ments. It was maintained in low glucose DMEM medium supplemented
with 2 mM t-glutamine, 50 ug/ml gentamycin (all from Lonza) and 10%
FCS (Gibco/ThermoFisher Scientific).

2.2. Flow Cytometric Detection of PPIX Accumulation and CD338
Expression

Flow cytometric detection of accumulation of PPIX has been per-
formed as described previously [37,38]. Med8A, D283, UW228-2,
ONS76 and U373 cells were resuspended in DMEM or MEM medium at
1 x 10° cells/ml. They were incubated at 37 °C and 5% CO, for 2, 4 or
6h with graded doses of 5-ALA (0-100 pg/ml; Merck, Darmstadt,
Germany). After washing the cells with phosphate-buffered saline (PBS;
Gibco/ThermoFisher Scientific), accumulation of PPIX was detected by
flow cytometry (LP 670/50 nm) on a CyAn flow cytometer (Beckmann-
Coulter, Krefeld, Germany) using an excitation wavelength of 405 nm.

To detect expression of CD338, cells were stained with a fluorescein-
isothiocyanate-conjugated CD338-specific monoclonal antibody (clone
5D3, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) and analyzed by
flow cytometry on a CyAn flow cytometer.

2.3. 5-ALA/PDT Treatment

Med8A, D283, UW228-2, ONS76 and U373 cells were plated at
1 x 10° cells/ml in 100yl supplemented, phenol red-free DMEM
medium per well in 96-well flat-bottom plates (Greiner BioOne,
Frickenhausen, Germany) and incubated with increasing doses of 5-
ALA (0-100 pg/ml) for 4h at 37 °C and 5% CO, in a final volume of
150 pl/well. Subsequently, cells were exposed to laser light of 635 nm
wavelength, using a Ceralas 635 nm PDT diode laser (Biolitec, Jena,
Germany) and a fiberglass probe with a diffusor lens. The distance
between probe and 96-well plate was adjusted to 93 mm, resulting in
an intensity of 30 mW/cm?®. Exposure time was set to 625s, corre-
sponding to a total dose of 18.75J/cm? which has been used in
previous studies for gliomas as well [39,40]. Cells exposed to laser
light only or treated with 5-ALA without exposure to laser light served
as negative controls.

2.4. Assessment of Viability after 5-ALA/PDT Treatment

Subsequently to 5-ALA/PDT treatment, cells were cultured for an
additional 24h at 37°C and 5% CO,, and viability was determined
using the WST1 assay according to the instructions of the manufacturer
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany). The tetrazolium salt
WST-1 (4-[3-(4-Iodopheny])-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzene disulfonate) is cleaved by mitochondrial dehydrogenases to
form the dark red colored formazan, with the color gradation corre-
lating with the number of viable cells. Briefly, 15 pl/well of WST-1
reagent were added and cells incubated for 30 min at 37 °C and 5% CO.
Absorbance was measured at 450 nm wavelength using a 680XR mi-
croplate reader (BioRad, Munich, Germany). The absorbance of wells
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filled with medium only was subtracted to exclude background absor-
bance. The absorbance for untreated controls was set to 100%.

2.5. Real Time PCR Analysis of Ferrochelatase Expression

RNA of 1 x 10° cells of the Med8A, D283, UW228-2, ONS76 and
U373 cell lines was isolated using the TRizol method. One pg of RNA
was reverse transcribed in a final volume of 25l using oligo-dT
(Promega, Mannheim, Germany) priming by MMLV reverse

transcriptase (Promega). For quantitative polymerase chain reaction,
1yl of cDNA was mixed with 10 ul TagMan universal master mix II
(ThermoFisher Scientific), 8 ul H,0 and 1pl TagMan primers. After
incubation for 2min at 50 °C and 10 min at 95 °C, samples were sub-
jected to 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60 °C on a Step One Plus
real-time PCR system (Applied Biosystems Instruments/ThermoFisher
Scientific). TagMan primers specific for ferrochelatase (assay ID
Hs01555261_m1) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH; assay ID Hs99999905_m1) transcripts were purchased from
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Fig. 2. Expression and activity of ferrochelatase and expression of ABCG2 transporter in MB cells. Expression of ferrochelatase in the MB cell lines Med8A,
UW228-2, D283 and ONS76 as well as in the GBM cell line U373 was determined by reverse transcription/quantitative PCR analysis (A). It is shown as mean = SEM
of ACT values of three independent experiments performed in triplicate, with GAPDH expression serving as reference. Ferrochelatase enzymatic activity (B) was
detected by optically measuring the conversion of PPIX to zinc-protoporphyrin (ZnPP) catalyzed by lysates of the cells. Values were normalized to protein content of

+

lysates and are presented as mean

SEM of three independent experiments. Statistical significance for a comparison to U373 cells (A, B) is indicated. * - p < .05.

Expression of the ABCG2 transporter (CD338) was detected by flow cytometry (C) after staining with a CD338-specific monoclonal antibody (open histograms).

Stainings with an isotype control antibody are shown as black histograms.

ThermoFisher Scientific. Cycle threshold (CT) values were determined
and ACT values (CT(ferrochelatase) - CT(GAPDH)) calculated.

2.6. Assessment of Ferrochelatase Activity

Ferrochelatase activity of cells was determined by measuring the
enzymatic catalysis of zinc-protoporphyrin (ZnPP) from PPIX by fer-
rochelatase [41]. Med8A, D283, UW228-2, ONS76 and U373 cells were
harvested and cell pellets of at least 1 x 10° cells stored frozen at
— 80 °C until analysis. Cell pellets were thawed, resuspended in 148.5 ul
PBS and 1.5l 100 mM dithiotreitol (DTT, Merck) and sonicated. Sub-
sequently, lysates were centrifuged to remove non-soluble components.
To 20 ul of cell lysate, 10 ul 1 mM zinc acetate (Merck), 5 pl Tween 80
(Merck), 5ul 10mM DTT, 5ul 0.5M 2-(N-morpholino)-ethanesulfonic
acid (MES; Merck)/0.15M 3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid
(MOPS; Merck)/0.7 M tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris; Merck)
pH5.8, 3ul 16.7 mM palmitate (Merck) and 2ul 1.25mM PPIX (in
MES/MOPS/Tris buffer; Sigma-Aldrich; Seelze, Germany) were added.
Samples were incubated for 2h at 37 °C and the reaction stopped by
adding 1950 pl of ethanol (Merck). ZnPP was measured at 550-620 nm
using an excitation wavelength of 410 nm on a luminescence spectro-
meter (LS50B, Perkin-Elmer; Seer Green, UK).

Protein content of lysates was determined to normalize ferrochela-
tase activity, using the protein DC assay kit according to the instruc-
tions of the manufacturer (BioRad). Briefly, 5 pl/well of bovine serum
albumin standards or lysates were mixed in 96-well flat-bottom plates
(Greiner) with 25 pl/well of reagent A' (kit) and 200 pl/well of reagent
B (kit). After an incubation period of 15min at room temperature,
absorption was measured at 750 nm on a microplate reader (MQX 200,
BioTek Instruments; Bad Friedrichshall, Germany).

2.7. Statistical Analysis

All data represent mean * standard error of the mean (SEM) of
three independent experiments unless stated otherwise. For analysis
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GraphPad Prism 5.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA) was used.
Statistical tests were considered significant at p < .05. For comparison
of data, one-way and two-way ANOVA with Bonferroni's post-hoc
multiple comparison test and the student's t-test were used.

3. Results

3.1. Accumulation of PPIX after Application of 5-ALA in Medulloblastoma
Cells

To determine whether MB cells accumulate PPIX when subjected to
exogenous 5-ALA, the MB cell lines Med8A, UW228-2, D283 and
ONS76 were incubated for 2, 4 or 6 h with increasing doses of 5-ALA,
and PPIX accumulation was measured by flow cytometry.

All cell lines showed a time- and dose-dependent accumulation of
PPIX (p = .05; 2-way ANOVA; Fig. 1A-D). The highest accumulation
was observed at 100 pg/ml after an incubation period of at least 4 h.
U373 GBM cells, which served as controls, showed a similar time-
and dose-dependency of PPIX accumulation (Fig. 1E). At 100 ug/ml
5-ALA, neither after 4h nor after 6h of incubation, a significant
difference in PPIX accumulation between U373 GBM cells and the
MB cell lines was observed (p > .05; 1-way ANOVA + Bonferroni's
multiple comparison test). However, at low 5-ALA concentrations
(12.5/25 ug/ml) or short incubation time (2h), PPXI accumulation
was significantly reduced in all MB cell lines compared U373 GBM
cells (Fig. 1F).

The frequency of PPIX-positive MB cells at 100 pg/ml 5-ALA varied
between 64.4 and 75.2% (4 h) and 58.9-91.2 (6 h) (Fig. 1G), but was
not significantly different for any of the four cell lines between the two
incubation periods (p > .05; students t-test). Compared to U373 cells
(97.6 + 1.6% and 96.2 = 2.3% PPIX" at 4 and 6h, respectively)
frequencies were reduced, but differences reached statistical sig-
nificance only for UW228-2 cells at 6 h (p < .05, n = 3; 1-way ANOVA
+ Bonferroni's multiple comparison test).
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3.2. Expression of Ferrochelatase and ABCG2 Transporter CD338 and
Ferrochelatase Enzymatic Activity in Medulloblastoma Cells

Reduced ferrochelatase has been suggested to be involved in accu-
mulation of PPIX in GBM cells [21]. Therefore, ferrochelatase expres-
sion and activity was determined for the four MB cell lines and com-
pared to the U373 GBM cells.

Reverse transcription/quantitative PCR analysis revealed cycle
threshold (CT) values of 20.5-24.3 for the four MB cells lines and
23.3 + 3.7 for U373 cells (n = 3). When normalized to the expression
of the reference gene GAPDH, no significant differences in ACT values
between MB cell lines and U373 were observed (1-way ANOVA +
Bonferroni's multiple comparison test; Fig. 2A).

Ferrochelatase activity in MB cells was measured by quantifying the
enzymatic conversion of PPIX to ZnPP. All MB cell lines showed a
ferrochelatase activity lower than that of U373 GBM cells, although the
difference reached statistical significance only for UW228-2 cells
(p = .0221, n = 3, student's t-test).

The adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette subfamily G
member 2 transporter protein (ABCG2, CD338) contributes to trans-
porting PPIX out of the cells and thereby may counteract PPIX accu-
mulation [42,43]. All four MB cell lines showed expression of CD338 on
at least a subpopulation of cells, whereas CD338 could not be detected
on U373 GBM cells (Fig. 2C).

3.3. Sensitivity of Medulloblastoma Cell to 5-ALA/PDT Treatment

To assess sensitivity of MB cells to 5-ALA/PDT, the MB cell lines
were incubated with 25, 75 or 100 pg/ml 5-ALA for 4 h, exposed to
laser light of 635nm wavelength, and after additional 24h of cell
culture, viability of cells was determined using the WST-1 assay.
Untreated cells or cells treated with laser light only or subjected to 5-
ALA without laser-light exposure served as controls.

Treatment with 100 pg/ml 5-ALA alone or exposure to laser light
without prior supplementation with 5-ALA had no effect on the viability
of cells (Fig. 3A). However, 5-ALA/PDT was phototoxic. It resulted in a
significant (1-way ANOVA + Bonferroni's multiple comparison test)
and substantial 5-ALA-dose-dependent reduction in cell viability in all
MB cell lines, except for ONS76, for which ALA/PDT reduced cell via-
bility, but reduction did not reach statistical significance. Compared to
U373 GBM cells, photosensitivity was reduced in MB cells. At 100 ug/

Viability [%]
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ml 5-ALA, viability of U373 GBM cells was reduced by 79.9 = 6.3%
compared to 45.6 + 6.2% for all MB cells combined, with reduction
being significantly lower for UW228-2 (39.1 = 1.7%;p = .003,n = 3,
student's t-test) and ONS76 cells (20.1 = 11.6%; p = .011, n = 3,
student's t-test). For Med8A (57.5 + 10.0%) and D283 cells
(65.8 + 1.6%), reduction was reduced as well, but the differences did
not reach statistical significance.

When survival after 5-ALA/PDT treatment was plotted against PPIX
accumulation at 0, 25, 50 and 100pg/ml 5-ALA for all cell lines
(Fig. 3B), an almost linear relationship was observed (r? = 0.58;
p = .0001), implying that PPIX accumulation is the most important
parameter for the phototoxic effect of 5-ALA/PDT in MB cells.

4. Discussion

In GBM, accumulation of PPIX after application of 5-ALA is well
established and its diagnostic usefulness during fluorescence-guided
surgery is well documented [15,16]. Moreover, preliminary results on
PPIX as photosensitizer for PDT of GBM are promising [17,19,25]. In
agreement with these observations and with previous reports [27,29],
the GBM cell line U373, which was used as control, showed strong
accumulation of PPIX and was highly sensitive to 5-ALA/PDT. For the
four MB cell lines studied here (Med8A, UW228-2, D283, ONS76),
encompassing MYC-amplified and non-amplified models [36], a time-
and dose-dependent accumulation of PPIX after application of 5-ALA
was detected as well. However, U373 GBM cells were more efficient,
which became particularly apparent at limiting incubation times and 5-
ALA concentrations: there was a significantly higher accumulation of
PPIX in the GBM cell line than in all four MB cell lines. Similarly,
Schwake et al. reported a lower accumulation of PPIX in UW228 MB
cells compared to U87 GBM cells [28]. Another MB cell line tested by
these authors, DAOY, suggested to represent the same molecular sub-
group as the UW228 cells (SHH; [36]), revealed a higher PPIX accu-
mulation than U87 GBM cells. Thus, there appears to be variation in
PPIX accumulation between MB cell lines and in how accumulation
compares to GBM cells.

These results reflect previous results of PPIX accumulation after
application of 5-ALA in vivo. In only 4 of 11 MB patients, PPIX accu-
mulation was detected during fluorescence-guided surgery [30-35] and
was useful in 2 of 8 cases, i.e. led to changes in the surgical strategy or
allowed intraoperative identification of the tumor [44]. Interestingly, a

Fig. 3. Dose-dependent sensitivity of MB cells to
5-ALA/PDT induced phototoxicity. The MB cell
lines Med8A, UW228-2, D283 and ONS76 were in-
cubated with 0, 25, 75 or 100 ug/ml 5-ALA for 4h

untreated and subsequently exposed to laser light of 635 nm
0/PDT wavelength (A). The GBM cell line U373 served as
100 pg/ml/- positive control. Viability of cells was determined

25 ug/ml/PDT
75 pug/ml/PDT
100 pg/ml/PDT

after an additional 24h culture period using the
WST-1 assay. Cells exposed to laser light only (0/
PDT), subjected to 100 pg/ml 5-ALA without sub-
sequent exposure to laser light (100 ug/ml/—) and

opooenm

U373 Med8A Uuw228-2 D283 ONS76
B
100
—_ e U373
= 80 ® Med8A
s 6 o UW228-2
2 e D283
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7]
20
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untreated cells served as controls. Data were nor-
malized to untreated controls (100%) and are pre-
sented as mean + SEM of three independent ex-
periments. Statistical significance (1-way ANOVA +
Bonferroni's multiple comparison test) for a com-
parison to the respective untreated cells is indicated.
*-p<.05%; ** - p<.01; *** - p < .001. Survival
after 5-ALA/PDT using 0, 25, 50 or 100 pg/ml 5-ALA
was plotted against the corresponding PPIX mean
fluorescence intensity determined by flow cytometry
and a linear regression analysis was performed (B).
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patchy appearance of fluorescence has been described [31,35], and
Della Puppa et al. have shown that different cellular subsets of MB may
differ in PPIX accumulation [31]. When the frequency of accumulating
cells was compared, in the GBM cell line nearly all cells became positive
for PPIX fluorescence, whereas in the MB cell lines always a substantial
part of cells remained negative even at 100 pg/ml 5-ALA, ranging from
24.8 to 35.6% and 8.8 to 41.1% of cells after 4 and 6 h incubation
periods, respectively. Whether such accumulating and non-accumu-
lating cells represent distinct cellular subsets and whether they con-
tribute to the patchy appearance of MB tumors in vivo remains to be
determined.

The reasons for such variations are unknown. Deficiency in ferro-
chelatase, which catalyzes the final step of heme biosynthesis, the in-
sertion of ferrous iron into PPIX, appears to play a major role in PPIX
accumulation in malignant cells, and down-regulation of ferrochelatase
mRNA in GBM compared to normal tissue has been reported
[21,22,45-47]. When ferrochelatase mRNA expression was compared
between GBM and MB cell lines, no difference was observed. Enzymatic
activity was even slightly lower in the MB cell lines, suggesting that
differences in ferrochelatase do not account for the differences in PPIX
accumulation. Nevertheless, it will be interesting to determine, whether
PPIX accumulation in MB cells can be further enhanced by ferroche-
latase inhibitors such as the iron chelator deferoxamine [45,46,48].

The transporter protein ABCG2 (CD338) contributes to transporting
PPIX from the mitochondria to the cytosol and out of the cell and
counteracts PPIX accumulation [42,43,49]. Only MB cells, but not the
GBM cell line U373, expressed ABCG2, consistent with lower accumu-
lation of PPIX in those cells. Its overall contribution to the variation of
PPIX accumulation in MB requires further investigations, particularly
assessment of ABCG2 expression in primary tumor tissue as well as
functional and silencing studies. Nevertheless, there is evidence from
another study showing expression of ABCG2 at least for the group 3 MB
[501, thus, the suggested subgroup of Med8A and D283 cell lines [36],
which show the highest apparent expression density of ABCG2.

Besides ferrochelatase and ABCG2 transporter, efficiency of cellular
5-ALA uptake, its metabolization towards PPIX, the availability of fer-
rous iron or even the formation of non-fluorescent aggregates can affect
the extent of PPIX accumulation [46,49,51,52]. The contribution of
each of these mechanisms to the variation in PPIX accumulation in MB
cells is currently unclear. Moreover, in vivo there may also be differ-
ences in pharmacokinetics of 5-ALA and particularly access to the
tumor tissue may be limited, e.g. when the blood-brain-barrier is un-
disturbed or capillary permeability and blood flow are low [53,54].

So far no association of PPIX accumulation and the molecular sub-
type or myc activity of MB cells has been observed, although the
number of samples tested is low and experiments have been performed
with established cell lines only, which may not fully comply with
classification and may have undergone further changes.

Accumulation of PPIX in the MB cells made them sensitive to PDT-
induced phototoxicity. However, photosensitivity was reduced com-
pared to U373 GBM cells and even for the highest 5-ALA concentration
used (100 pg/ml), a substantial fraction of the MB cell lines survived
treatment, ranging from 34.3% (D283) to 79.9% (ONS76). Indeed,
photosensitivity of MB cells appears to be directly dependent on PPIX
accumulation, since survival after 5-ALA/PDT treatment and PPIX ac-
cumulation show an almost linear relationship. Thus, other factors such
as oxygen concentration [55] seem to have minor influence. Previously,
photosensitivity of MB cells after 5-ALA/PDT has only been reported for
the UW228 and DAOY cell lines [29], with DAOY cells being more
sensitive than UW228 cells. A comparison to GBM cells has not been
made, but these data are in agreement with an earlier report showing
higher PPIX accumulation in DAOY than in UW228 cells [28].

In summary, although the therapeutic importance of complete sur-
gical resection of MB [3,4,13] as well as the photodiagnostic potential
of PPIX accumulation in GBM are well established [15-20], efficient use
of 5-ALA for photodiagnosis or PDT in MB may require further
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optimization of the current protocol, e.g. by increasing 5-ALA dose,
extending the period for in vivo metabolization or most likely, the
combination with inhibitors, which suppress ferrochelatase, ABCG2
transporters or other factors, which may counteract efficient accumu-
lation of PPIX. Whether such approaches may also contribute to im-
proving photodiagnosis/therapy of other pediatric brain tumors, which
currently show no or only limited accumulation of PPIX after applica-
tion of 5-ALA [34,35,44], needs to be determined. It is also possible that
other substances such as hypericin [27] or 5-ALA-hexylester [26] will
have to be used for efficient photodiagnosis and PDT of those tumors.
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4. Diskussion

4.1 Protoporphyrin IX-Akkumulation in Medulloblastomzellen mit

verringerter Ferrochelataseexpression und -aktivitat

Die Akkumulation von PPIX nach Verabreichung von 5-ALA ist im GBM gut
dokumentiert und der diagnostische Nutzen im Rahmen der fluoreszenzgesteuerten
Operation wurde berichtet [96, 98, 99]. Erste Ergebnisse der Anwendung der 5-
ALA/PDT beim GBM, welche PPIX als Photosensitizer nutzt, sind vielversprechend
[88, 95, 117, 118]. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen und vorherigen Studien
[111] zeigte die hier als Kontrolle benutzte GBM-Zelllinie U373 eine ausgepragte
Akkumulation von PPIX und Sensitivitat fur die 5-ALA/PDT. In ,Accumulation of
protoporphyrin  IX in medulloblastoma cell lines and sensitivity to subsequent
photodynamic treatment konnte dargestellt werden, dass die vier untersuchten MB-
Zelllinien (Med8A, UW228-2, D283 und ONS76) [119] nach der Verabreichung von 5-
ALA eine zeit- und dosisabhangige Akkumulation von PPIX zeigen. Die U373 GBM-
Zellen waren jedoch in der Anreicherung effizienter. Sie zeigten eine signifikant hdhere
PPIX-Akkumulation als alle vier MB-Zelllinien. Dies wurde vor allem bei kirzeren
Inkubationszeiten und geringeren 5-ALA-Dosen deutlich. Dartber hinaus wurden unter

den hier verwendeten Bedingungen nicht alle Zellen der MB-Zelllinien PPIX positiv.

Ahnliche Ergebnisse haben Schwake et al. beim Vergleich von U87 GBM-Zellen mit
der UW228 MB-Zelllinie berichtet [113]. Die gleichen Autoren untersuchten in diesem
Rahmen auch die MB-Zelllinie DAQY, welche die gleiche molekulare (SSH-aktiviert)
Subgruppe [119] wie UW228 reprasentiert. DAOY MB-Zellen zeigten eine hdhere
PPIX-Akkumulation als U87 GBM-Zellen [113]. Es scheint also eine Variation der
PPIX-Akkumulation zwischen MB-Zelllinien an sich zu geben. In verschiedenen
Arbeiten wurde bereits auf eine inhomogene PPIX-Akkumulation beim MB in vivo
hingewiesen. Von insgesamt zwdlf Patienten zeigten nur vier eine PPIX-Akkumulation
[108, 109, 114-116, 120], die sich wahrend der fluoreszenzgesteuerten Resektion
detektieren lieR und nur in zwei von acht Fallen fiihrte dies zur Anderung der
operativen Strategie oder zur optischen Identifizierung des Tumors intraoperativ [121].
Bei padiatrischen Hirntumoren berichtete eine retrospektive Studie, dass nur in 28 von
78 Patienten eine nutzliche Fluoreszenz im Rahmen der fluoreszenzgesteuerten
Resektion vorlag. 50% der Medulloblastome zeigten in dieser Studie keine
Fluoreszenz [122]. Worauf diese Unterschiede zurilickzufihren sind, ist derzeit noch
unklar. Della Puppa und Kollegen [109] zeigten, dass unterschiedliche Subgruppen

des MB PPIX unterschiedlich akkumulieren, eine Beobachtung, die hier fur die 5-
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ALA/PDT-Sensitivitat, nicht jedoch die PPIX-Akkumulation, bestatigt werden konnte.
Eine Assoziation des Ausmalles der PPIX-Akkumulation mit bestimmten Subgruppen

des MB bedarf weiterer sowohl in vitro als auch in vivo Untersuchungen.

Auch ist es noch unklar, ob sich die leptomeningeale Dissemination des MB durch 5-
ALA darstellen lasst, d.h. ob es lokalisationsabhangige Effekte auf die Anreicherung
gibt. In einem Case Report zur Dissemination bei einem spinalen Gliom konnte durch
Fluoreszenz nach Applikation von 5-ALA der leptomeningeale Befall deutlich
dargestellt werden [123]. Flr das MB stehen entsprechende Daten noch aus. Da es
nach leptomeningealer Metastasierung keinen festgelegten Therapiestandard gibt, sie
aber einen grofden Uberlebenslimitierenden Faktor darstellt, sollten entsprechende

Studien initiiert werden.

Die MB-Zelllinie D283 wird als reprasentativ fur das metastasierte MB angesehen
[124]. Hier konnte gezeigt werden, dass D283-Zellen PPIX akkumulieren. Somit kdnnte
die 5-ALA-basierte Photodiagnose oder photodynamische Therapie einen neuen
therapeutischen Ansatzpunkt fir das metastasierte MB darstellen. Bei zerebralen
Metastasen wurde von Kamp und Kollegen die These aufgestellt, dass das Ausmal}
der PPIX-Fluoreszenz direkt mit der lokalen Tumorfreiheit sowie dem
Gesamtuberleben der Patienten korreliert und vielleicht sogar als prognostischer
Marker in Betracht kommt [125]. Die Verabreichung von 5-ALA und die dadurch
bedingte Akkumulation von PPIX in den Tumorzellen konnte beim GBM in einer Studie
sogar die Kontrastmittelanreicherung im MRT verbessern [126]. Fur das MB fehlen
entsprechende Daten noch, aber auch beim MB kdnnte nicht nur die 5-ALA-basierte
intraoperative ldentifizierung des Tumors, sondern auch eine verbesserte Darstellung
des Tumorvolumens in der Bildgebung einen therapeutischen Vorteil bieten, da
dadurch die Resektion verbessert und gegebenenfalls zurtickbleibende Tumorresiduen
vermieden und damit die Zugehdrigkeit der Patienten zur High Risk-Gruppe verhindert

werden konnte.

Schon in vielen vorangegangenen Studien zeigten sich Probleme, In-vitro-Modelle auf
die In-vivo-Situation zu Ubertragen. Bei Hypophysenadenomen und GBM war die
Aufnahme von 5-ALA und PPIX-Akkumulation in den Zellen in vitro und in vivo sehr
unterschiedlich, wodurch die Dosisfindung fir den Einsatz im klinischen Alltag
erschwert wurde. Beim GBM und Hypophysenadenom zeigte sich schlief3lich eine
Dosis von 20 mg/kg/Kérpergewicht am praktikabelsten [95, 127]. Ob diese Dosis auf
das MB uUbertragbar ist, ist zweifelhaft, da im [In-vitro-Modell bereits hohere
Dosierungen von 5-ALA als beim GBM notig waren. Eine zu geringe Dosierung bei den
vorangegangenen Studien kénnte die inhomogene intraoperative Darstellung der MB

bei fluoreszenzgesteuerten Operationen erklaren. Auch sind andere Stérfaktoren mit
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einzubeziehen. Bei spektrometrischen Messungen in der Studie zu Meningeomen von
Knipps et. al. zeigte sich durch Verunreinigungen wie Blutauflagerung die PPIX-
Fluoreszenz verringert bis nicht nachweisbar [104]. Zudem sollte bei der 5-ALA-
basierten Resektion immer auf die technisch ausgereiftesten Visualisierungsverfahren
zurlckgegriffen werden, da diese die Identifizierung und damit das Ausmal® der

Resektion verbessern kbénnen [128].

Im GBM konnte bereits eine verringerte Expression der Ferrochelatase im Vergleich zu
gesundem Gewebe beobachtet werden [92]. In dieser Arbeit wurden die mRNA-
Expression und die enzymatische Aktivitdt der Ferrochelatase zwischen MB- und
GBM-Zellen verglichen. Es zeigten sich keine Unterschiede in der Expression. Die
Ferrochelatase-Aktivitdt war im Vergleich zu U373 bei allen MB-Zelllinien verringert,
obwohl dieser Unterschied nur fur UW228-2 statistische Signifikanz erreichte. Eine
verminderte Ferrochelataseaktivitat, als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der
Hambiosynthese, tragt maligeblich zur PPIX-Akkumulation in bdsartigen Zellen bei [81,
91, 97, 129]. Dies scheint auch fir das MB zuzutreffen. Entsprechend bieten
Ferrochelataseinhibitoren wie Deferoxamin, ein Chelatbildner mit einer hohen Affinitat
fur dreiwertiges Eisen [130], einen mdglichen Angriffspunkt flr die Verstarkung der
PPIX-Akkumulation im MB. Deferoxamin zeigte beim GBM bisher gute Ergebnisse bei
vertretbaren Nebenwirkungen [131] und es wird bereits bei anderen Malignomen
erprobt [91, 132, 133]. Ein Zusammenhang zwischen Ausmal} der PPIX-Akkumulation
und Ferrochelatase-Expression/-Aktivitat der MB-Zelllinien konnte jedoch nicht
festgestellt werden, so dass die Akkumulation noch von weiteren Faktoren beeinflusst

zu werden scheint.

4.2 Medulloblastomzellen reagieren sensitiv auf eine 5-

Aminolavulinsaure basierte photodynamische Therapie

Nachdem die MB-Zelllinien mit unterschiedlichen 5-ALA-Dosen fur vier Stunden
inkubiert worden waren, wurden sie mit Licht von 635 nm Wellenlange bestrahlt. Nach
24 Stunden wurde mittels des WST-1-Assays die Zellvitalitat bestimmt. Das leicht rote
Tetrazoliumsalz WST-1 wird von der mitochondrialen Succinat-Tetrazolium-
Dehydrogenase zu dem dunkelroten Formazan umgewandelt. Das Ausmal} der
Umsetzung korreliert mit der Anzahl der lebenden, stoffwechselaktiven Zellen [134]. Es
zeigte sich eine signifikante 5-ALA-abhangige Reduktion der Zellvitalitat bei allen MB-
Zelllinien aufller ONS76. Im Gegensatz zu U373 GBM-Zellen war die Photosensitivitat
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jedoch vermindert. Selbst bei der hdchsten 5-ALA-Konzentration von 100 pug/ml war ein

Teil der MB-Zellen auch nach Behandlung weiterhin vital.

Bisher wurde nur fir die MB-Zelllinien UW228 und DAOY eine Photosensitivitat nach
5-ALA/PDT berichtet, wobei die DAOY-Zellen sensitiver waren als UW228-Zellen [110,
113]. Ein Vergleich zu GBM-Zellen fand nicht statt. DAOY und UW228 wurden bisher
nur unzureichend molekulargenetisch charakterisiert [135, 136]. Eine eindeutige
Zuordnung zu einer der molekularen Subgruppe des MB ist nur bedingt mdglich. Die
Daten von Higdon und Kollegen legen jedoch nahe, dass DAOY der SHH-Subgruppe
zuzuordnen ist, wahrend UW228 am ehesten der WNT-Subgruppe zugehorig scheint
[137]. Bei Zelllinien mUssen solche Ergebnisse jedoch mit Vorsicht betrachtet werden,
da die molekularen Veranderungen wahrend der Kultur der Zelllinien entstanden sein
kdénnen und insgesamt selten die Veranderungen abbilden, wie sie in den
Primartumoren gefunden werden. Ob Subtypunterschiede fir die 5-ALA/PDT-
Photosensitivitdt von Bedeutung sind, ist bisher noch unbekannt. Auffallig ist, dass die
sensitivere Zelllinie DAOY auch eine hohere PPIX-Akkumulation zeigt. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den hier erhobenen Daten: Die Photosensitivitat der MB-Zellen
zeigte eine direkte und lineare Abhangigkeit von der PPIX-Akkumulation. Andere
Faktoren wie die Sauerstoffkonzentration, die den phototoxischen Effekt beeinflussen

konnen [138], scheinen eher einen geringeren Einfluss zu haben.

4.3  Die Inhibition des ABCG2 Transporters zur Potenzierung der
5-ALA/PDT Wirksamkeit

Neben der niedrigen Ferrochelataseaktivitdt ist die Expression des ABCG2
Transporters, welcher am Transport von PPIX aus der Zelle beteiligt ist [78, 83, 84], ein
weiterer Mechanismus, der die PPIX-Akkumulation beeinflussen kann. Im Gegensatz
zu U373 zeigten alle MB-Zelllinien eine Expression des ABCG2 Transporterproteins,
passend zu deren geringerer PPIX-Akkumulation und damit auch deren reduzierter
Photosensitivitat. Unterschiede in ABCG2 kdnnten auch die heterogene Anreichung
von PPIX im Rahmen der fluoreszenzgesteuerten Operationsverfahren in vivo [83, 84]
und die hier beobachteten Unterschiede in der PPIX-Anreicherung und
Photosensitivitat der MB-Zelllinien erklaren. Die Abklarung einer Beteiligung von
ABCG2 bedarf jedoch noch weiterer Untersuchungen, z.B. unter der Verwendung von
ABCG2-Inhibitoren.

Méglicherweise bieten ABCG2-Inhibitoren in Kombination mit der 5-ALA/PDT beim MB
einen vielversprechenden Therapieansatz zur Potenzierung der Wirkung [139].

ABCG2-Inhibitoren wie Verapamil und Imatinib sind zur Verstarkung der Wirkung der
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5-ALA/PDT in malignen Gliomen bereits in einer ersten Studie erprobt worden [83].
Gaber und Kollegen konnten beim GBM durch den Einsatz des Inhibitors Ko143
ebenfalls die Verringerung der PPIX-Akkumulation durch einen ABCG2-vermittelten
Efflux blockieren [140]. Die Anwendung von Ko143 resultierte bei diversen
Tumorzellen bereits in einer verstarkten Akkumulation von PPIX, und in einer Studie
zum triplenegativen Mammakarzinom konnte die Sensitivitat gegenuber 5-ALA/PDT
durch die Verabreichung von Ko143 wiederhergestellt werden [141]. Bei Studien mit
Ko143 sollte jedoch immer beachtet werden, dass Ko143 nicht nur ABCG2 inhibiert
[142]. Morfouace und Kollegen konnten bereits zeigen, dass in Gruppe 3 MB verstarkt
ABCG2 nachzuweisen ist und die Sensitivitdt gegentber Topotecan nach Gabe von
ABCG2-Inhibitoren erhéht war [84]. Der Hedgehog-Inhibitor HhAntag691 zeigte sich
ebenfalls als potenter Inhibitor von ABCG2 und kann ebenfalls flr eine kombinierte
Therapie in Erwadgung gezogen werden [143]. Die ABCG2-Inhibition ist folglich ein
vielversprechender Therapieansatz zur Erhdhung der Akkumulation von PPIX in
Tumorzellen, mdglicherweise auch in bis dato noch nicht PPIX-akkumulierenden

Zellen.

4.4  Weitere Ansatze zur Effektivitatssteigerung der 5-ALA/PDT

Die PDT bietet als neuer Therapieansatz bei Malignomen des ZNS diverse
Optimierungsmadglichkeiten, wodurch auch Tumoren wie das MB, die bisher nur
inhomogen oder schwach reagierten, mdoglicherweise sensitiv(er) werden. Nicht nur die
Verstarkung der PPIX-Akkumulation bietet ein Ziel fur die Adjustierung, auch die

Verwendung anderer Photosensitizer kdnnte zu besseren Effekten flhren.

Fur Hypericin als Alternative zur 5-ALA-PPIX konnte fir die MB-Zelllinien D283, DAOY
und D341med bereits eine bessere Tumorvisualisierung und ein gréReres Ausmald der
Phototoxizitat nachgewiesen werden [111]. In Kombination mit einem ABCG2-Inhibitor
wurde beim kolorektalen Karzinom die Wirkung der Hypericin-basierten PDT verstarkt
[144]. Auch bei der Pyropheophorbid-Alphamethylester-basierten PDT konnte durch
ABCG2-Inhibition beim GBM die Sensibilitat erhéht werden [145].

Als weitere Moglichkeit der Inhibition zeigte Doxycyclin bei malignen peripheren
Nervenscheidentumoren ebenfalls eine Verstarkung der Effizienz der 5-ALA/PDT
[146]. In verschiedenen Studien zu anderen Malignomen konnte bei Anwendung der 5-
ALA/PDT in Kombination mit Chemotherapie ein synergistischer Effekt dargestellt
werden [147, 148]. Hierbei ist zu beachten, dass die unterschiedlichen Subgruppen

des MB unterschiedlich sensibel fir eine postoperative Chemotherapie sind und
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kraniale Radiatio bei Kindern unter drei Jahren kontraindiziert ist und somit auch das
Outcome nicht nur von der Subgruppe abhangt, sondern auch durch das Alter der

Patienten beeinflusst wird [149-151], d.h. nicht jede Kombination wird mdglich sein.

Ein fur den Therapieerfolg entscheidender Ansatz, ergibt sich mdglicherweise aus dem
Cancer Stem Cell (CSC) Modell [152, 153]. CSC machen nur einen kleinen Anteil der
Zellen in Tumoren aus. Es sind jedoch die Zellen im Tumor, die sich selbst erhalten
und durch Proliferation und Differenzierung die Masse der Tumorzellen hervorbringen
[152, 154]. Sprechen die CSC nicht auf eine Therapie an, kdnnen sich nach Therapie
immer wieder Rezidive ausgehend von den CSC entwickeln. MB mit einem hohen
Stem Cell Self-Renewal Index zeigten sich aggressiver und es scheint ein
Zusammenhang zwischen therapierefraktaren CSC, Metastasen und schlechtem
Outcome des MB zu bestehen [155]. Besonders in den Subgruppen 3 und 4 ist dies
besonders ausgepragt und kann auf eine Beteiligung von CSC hinweisen [156]. Ob
CSC des MB PPIX akkumulieren und hierdurch sensitiv fur eine 5-ALA/PDT werden,
ist gegenwartig unbekannt. Beim GBM konnte dagegen eine Sensitivitat von GBM
Stem-Like Cells gegenlber der 5-ALA/PDT in vitro bereits nachgewiesen werden [96,
103]. Aber auch hier gibt es eine gewisse Heterogenitat hinsichtlich der PPIX-
Anreicherung, die durch eine ABCG2-Expression der CSC erklart werden koénnte.
ABCG2 transportiert neben PPIX auch den Fluoreszenzfarbsttoff Hoechst 33342 aus
den Zellen, wodurch es durchflusszytometrisch maoglich ist, Stammzellen als
sogenannte Sidepopulation darzustellen. Beim GBM ist es bereits nachgewiesen, dass
CSC ABCG2 exprimieren [157]. Liu und Kollegen [158] gelang es beim MB eine
Sidepopulation zu identifizieren sowie eine erhdhte Expression von Stammzellmarkern
und die Expression des ABCG2 Transporters nachzuweisen, ein moglicher weiterer
Grund fur die Therapieresistenz sowie Tumorrekurrenz beim MB [159]. Deshalb kdnnte
auch beim MB die Kombination von 5-ALA/PDT mit ABCG2-Inhibitoren einen guten

Ansatz fur die Therapieoptimierung darstellen [89, 153].

Der Einsatz der 5-ALA/PDT zeigt insofern Einschrankungen, als dass sie die
Operations- und Narkosezeit verlangert. Eine langere Operationsdauer steigert das
Risiko fliir Komplikationen wie Thromboembolien [160]. Die 5-ALA/PDT ist jedoch auch
repetitiv anwendbar und kann dadurch in der Wirkung gesteigert werden [161]. Dies
bietet die Moglichkeit, die Operationszeit kirzer zu halten. Im Tierexperiment zeigten
Ratten nach Implantation von Gliomen Hirnédeme, welche sich postoperativ oft
vergroRRerten und in einem schlechteren Ansprechen auf die Therapie resultieren. Auch
die PDT selber fihrte zu einer geringen intrakraniellen Flissigkeitsansammlung. Der
Ausbildung von Odemen kann zum Teil durch Steroide entgegengewirkt werden [162].

Auch hier darf das Posterior-Fossa-Syndrom als Komplikation jedoch nicht in den
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Hintergrund treten. Bei der klinischen Anwendung der 5-ALA/PDT sollte diese insoweit
in ihrer Effektivitdt gesteigert sein, dass die Operationsdauer so kurz wie mdglich

gehalten wird, um das beste Outcome fur die Patienten zu erzielen.

4.5  Therapieausblick fur das Medulloblastom

Im Allgemeinen zeichnet sich zunehmend eine personalisierte Therapie des MB unter
Einbezug der Subgruppen bei der Entscheidungsfindung ab, da diese auch eine
Erklarung fur das unterschiedliche Therapieansprechen sind [2, 9, 17, 37, 44, 163].
Hier besteht die Moglichkeit zum einen den subgruppenspezifischen Signalweg (WNT
oder SHH) oder bei den bis dato nur schwer zu klassifizierenden Gruppen 3 und 4

andere charakteristische Merkmale, wie verstarkte Angiogenese, anzugreifen.

Ein gutes Beispiel subgruppenspezifischer Therapie ist Vismodegib, ein Inhibitor des
SHH-Wegs, der die Option bietet, spezifisch SHH-aktivierte MB zu therapieren [164-
167]. Nach dem aktuellen Konsens lasst sich die PDT auch als adjuvante Therapie
einsetzen, ohne mit den anderen Therapieoptionen zu interferieren [168]. Die 5-
ALA/PDT koénnte also mit einer gruppenspezifischen Therapie wie beispielsweise
spezifischen SHH-Inhibitoren kombiniert werden. In Basaliomen ist eine Kombination
von Vismodegib und nicht invasiver PDT bereits ein vielversprechender
Therapieansatz [169]. Ob dieser Ansatz auf das MB und ein entsprechendes

Therapieregieme Ubertragbar ist, erfordert weitere Untersuchungen.

MB der Subgruppe 3 zeigen u.a. eine stark ausgepragte Angiogenese [170]. Die
Expression von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) konnte im MB bereits
nachgewiesen werden [171]. VEGF ist somit eine mogliche Zielstruktur fur die
Hemmung der Angiogenese. Studien mit dem VEGF-Inhibitor Bevacizumab in
Kombination mit dem Chemotherapeutikum Irinotecan ergaben allerdings

uneinheitliche Resultate [172-174] und bediirfen weiterer Uberpriifung.

Ein Case Report, in dem Bevacizumab mit stereotaktischer Bestrahlung kombiniert
wurde, flihrte zu einem guten Outcome flr den Patienten [175]. Beim rezidivierenden
GBM kommt Bevacizumab bereits zur Anwendung [176, 177]. Zudem konnte von Jiang
und Kollegen eine PDT-induzierte Angiogenese in Rattengehirnen dokumentiert
werden [178], und die Kombination von anti-angiogener Behandlung und PDT bei der
GBM-Zelllinie U87 zeigte bereits positive Ergebnisse [179]. Auch beim kolorektalen
Karzinom konnte bereits ein besseres Therapieansprechen durch eine Kombination
von Bevacizumab und PDT nachgewiesen werden [180]. Ein erster Case Report zeigte

bereits positive Effekte bei der Anwendung von Bevacizumab beim therapierefraktaren
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MB [175]. Die Kombination eines VGEF-Inhibitors mit der PDT erscheint also nicht nur
in Hinblick auf tumorspezifisches Targeting wie beispielsweise MB der Gruppe 3
sinnvoll, sondern auch zur Verbesserung der Wirkung der PDT an sich durch
Hemmung der therapieinduzierten Angiogenese nutzlich. Andere anti-angiogene
Substanzen sind ebenfalls in der Erprobung; Pazopanib, ein Tyrosinkinaseinhibitor,
und Sorafenib, ein Multikinaseinhibitor, flhren in In-vivo-Modellen zu einem
verminderten Tumorwachstum [181, 182]. Ob solche anti-angiogenen Therapieansatze
sich auf MB der Gruppe 3 anpassen lassen werden und ob die Wirksamkeit in

Kombination mit einer 5-ALA/PDT zunimmt, bleibt abzuwarten.

Die Subgruppe des MB genau zu definieren kann jedoch vor allem bei Rekurrenz in
Gruppe 3 und 4 Tumoren, die haufig fernab des urspringlichen Tumorbettes auftritt,
erschwert sein, und bei phanotypischer Abweichung der Metastase vom Primarius, die
individuelle Therapiefindung erschweren [23]. Auch gab es bereits Falle, in denen ein
durch Radiatio induziertes GBM falschlicherweise fur das Rezidiv eines MB gehalten
wurde, weswegen eine Re-Biopsie vor Therapiebeginn bei Rekurrenz empfehlenswert
ist [54]. Ebenfalls mussen, neben der Wirksamkeit der 5-ALA/PDT, die Langzeiteffekte,
ob alleine oder in Kombination mit verschiedenen Inhibitoren, auf die Entwicklung von
Kindern und das Ausmaly von resultierenden neurologischen Defiziten untersucht
werden. Gerade in der padiatrischen Neuroonkologie empfiehlt es sich, den
Therapieeffekt auf die Tumorzellen zur konzentrieren und entsprechend die

Anreicherung von PPIX in gesunden Zellen so gering wie moglich zu halten.

Zusammenfassend zeigt sich also durch die Tumorklassifikation und Fokussierung auf
molekulargenetische Subgruppen ein breites Spektrum an subgruppenspezifischen

Therapiemdglichkeiten, die auch in Kombination mit der 5-ALA/PDT denkbar sind.
4.6  Schlussfolgerung

In ,Accumulation of protoporphyrin IX in medulloblastoma cell lines and sensitivity to
subsequent photodynamic treatment” konnte gezeigt werden, dass MB-Zellen
unterschiedlicher Subgruppen PPIX nach der Gabe von 5-ALA anreichern und
hierdurch sensitiv gegentiber einer PDT werden. Die Anreicherung war assoziiert mit
einer geringen Ferrochelataseexpression sowie -aktivitdt der Zellen. Die
Photosensitivitat war in Zellen mit amplifiziertem MYC-Gen am ausgepragtesten. Im
Vergleich zu GBM-Zellen war die PPIX-Akkumulation reduziert und die
Photosensitivitat schwacher ausgepragt, im Einklang damit, dass die PPIX-

Akkumulation auf eine Subpopulation der MB-Zellen begrenzt blieb. Eine mdgliche
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Erklarung fur die geringere PPIX-Anreicherung in MB-Zellen ist deren Expression des

ABCG2 Transporterproteins.

Die therapeutische Bedeutung einer kompletten chirurgischen Resektion des MB [1, 2,
43] als auch das photodiagnostische Potential der PPIX-Akkumulation im GBM [88, 98-
100, 183] sind schon lange etabliert. Auch erste Ergebnisse der 5-ALA-vermittelten
photodynamischen Therapie beim GBM sind vielversprechend [96, 117, 118]. Damit
das Potenzial der 5-ALA-vermittelten Photodiagnostik auf das MB Ubertragen werden
kann, muss die PPIX-Anreicherung weiter optimiert werden, z.B. durch eine
Optimierung der Dosis und Applikation des 5-ALA und/oder die Verwendung von
Inhibitoren des ABCG2 Transporters [140, 145, 184], der Ferrochelatase [97, 145] oder
der VEGF-regulierten Angiogenese [179]. Zudem sollte an primarem Tumormaterial
geklart werden, ob die einzelnen Subgruppen des MB sich hinsichtlich der PPIX-
Anreicherung unterscheiden und es ggf. erforderlich ist, unterschiedliche
Optimierungsstrategien zu verwenden bzw. dieses Therapieverfahren nur bei
bestimmten Subgruppen des MB anzuwenden. Obwohl der phototoxische Effekt der 5-
ALA/PDT direkt mit der PPIX-Anreicherung assoziiert ist und andere Faktoren beim
MB von untergeordneter Bedeutung zu sein scheinen, muss dennoch geprift werden,
ob die Optimierung der PPIX-Anreicherung ausreicht, um eine effektive und dennoch
selektive Abtotung der Tumorzellen der einzelnen MB-Subgruppen zu erreichen. Dabei
ware auch zu klaren, ob auch die Cancer Stem Cells des MB bzw. der einzelnen MB-
Subgruppen PPIX anreichern und hierdurch sensitiv fur die 5-ALA/PDT-induzierte
Phototoxizitat werde. Dies ist vor allem fir das Rezidivrisiko und somit das

Gesamtlberleben von besonderer Bedeutung.

Im Rahmen dieser Optimierung musste zudem untersucht werden, ob vielleicht andere
Substanzen wie Hypericin [111] oder 5-ALA-Hexylester [112] eine effizientere
Photodiagnostik und photodynamische Therapie beim MB erlauben, wobei die
jeweiligen Nebenwirkungen insbesondere hinsichtlich der geistigen und koérperlichen

Entwicklung von jungen Patienten bertcksichtigt werden missen.

Zusammenfassend stellt die 5-ALA/PDT trotz der noch ausstehenden Untersuchungen
und teilweise bis dato inhomogenen Daten einen vielversprechenden Therapieansatz
fur das MB dar.
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