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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: In der Therapie von Gliomen ist das Resektionsausmal} fur das
progressionsfreie Uberleben entscheidend. Als hirneigene Tumoren zeigen Gliome
ein infiltratives Wachstum, daher ist es herausfordernd zwischen malignem Gewebe
und gesundem Hirn zu unterscheiden. Deshalb wird 5-Aminolavulinsaure (5-ALA)
zur fluoreszenzgestutzten Resektion von hochgradigen Gliomen (Abk. HGG, engl.
fur high-grade glioma) in der Neurochirurgie eingesetzt. 5-ALA ist ein Metabolit der
Ham-Biosynthese, der unter physiologischen Umstanden zu Ham verstoffwechselt
wird. In malignen Gliomzellen kommt es aus noch unvollstandig geklarten Griinden
zur  pathologischen intrazellularen  Akkumulation von fluoreszierendem
Protoporphyrin X (PplX), einem Zwischenprodukt des Ham-Stoffwechsels. Als
mogliche Ursache werden einerseits eine selektive Aufnahme von 5-ALA in die
Gliomzellen und andererseits Veranderungen in der Expression von an der PplX-

Synthese beteiligten Enzymen und Transportern diskutiert.

Ziel dieser Arbeit: Nur ungefahr 10 bis 20 % der niedriggradigen Gliome (Abk.
LGG, engl. fur low-grade glioma) zeigen intraoperativ eine sichtbare Fluoreszenz
nach Gabe von 5-ALA. Ziel dieser Arbeit war es, mogliche Ursachen fur die fehlende
Fluoreszenz zu untersuchen. Durch in vitro Experimente sollte erforscht werden, ob
niedriggradiges Gliomgewebe eine detektierbare PplX-Fluoreszenz zeigt, wenn 5-
ALA frei verfugbar ist. Daruber hinaus wurde die Aktivitat des Enzyms
Ferrochelatase (FECH) und des adenosine triphosphate (ATP) binding cassette
Transporters G2 (ABCG2) analysiert.

Material und Methoden: Fur die Studie wurde operativ entferntes Gliomgewebe
von 19 Personen untersucht. Gliomproben und Gliom-Zelllinien wurden in vitro mit
unterschiedlichen Konzentrationen von 5-ALA inkubiert und anschlie®end wurde die
Fluoreszenz mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop detektiert. AuRerdem
wurden Western Blot und PCR (Abk. engl. fur polymerase chain reaction) zur
Bestimmung der FECH- und ABCG2-Expression eingesetzt.
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Ergebnisse: 2 Stunden nach der Inkubation mit 5-ALA zeigten 56 % der LGGs und
50 % HGGs Fluoreszenz. 24 Stunden nach 5-ALA-Exposition war in allen Gliomen
(n=15), die in die Auswertung eingeschlossen wurden, Fluoreszenz detektierbar.
Die FECH-Expression war in allen Gliomen verglichen mit gesundem Hirngewebe
reduziert, wobei in Glioblastomen die niedrigsten Werte gemessen wurden. Die
ABCG2-Expression in Glioblastomen war gegenuber den Oligodendrogliomen
signifikant vermindert (p<0,012). Gliome, die 2 Stunden nach 5-ALA-Exposition
Fluoreszenz-positiv waren, wiesen eine geringere ABCG2-Expression auf, als jene

ohne Fluoreszenz.

Schlussfolgerung: Unsere Forschungsergebnisse demonstrieren, dass
niedriggradige Gliome zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Inkubation mit 5-ALA

in vitro eine detektierbare PpIX-Fluoreszenz aufweisen.
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ABSTRACT

Background: In the surgical treatment of gliomas the extent of resection plays a
critical role on progression-free survival. As gliomas are intrinsic brain tumours, they
exhibit an infiltrative growth pattern, making it challenging to intraoperatively
distinguish malignant tissue from healthy brain. To partly overcome this difficulty, 5-
aminolevulinic acid (5-ALA) has been used successfully in the fluorescence-guided
resection of high-grade gliomas (HGGs). 5-ALA is a metabolite of hem-biosynthesis,
which is catalysed to hem under physiological conditions. In malignant glioma cells
there is, for yet not fully understood reasons, a pathological intracellular
accumulation of fluorescing protoporphyrin IX (PplX), a product of hem-metabolism.
A selective uptake of 5-ALA in glioma cells and/or alterations in the expression of

enzymes and transporters of PplX-synthesis are discussed as possible causes.

Aim of this study: Intraoperatively only about 10 to 20 % of low-grade gliomas
(LGGs) demonstrate visible fluorescence after administration of 5-ALA. Aim of the
study was to investigate the potential causes for this absence of fluorescence.
Through in vitro experiments it should be explored, if low-grade glioma tissue
displays detectable fluorescence when 5-ALA is freely available. Furthermore, the
activity of the enzyme ferrochelatase (FECH) and of adenosine triphosphate (ATP)

binding cassette transporter G2 (ABCG2) were analysed.

Methods: Surgically removed glioma tissue from 19 patients was examined for this
study. Glioma tissue and glioma cell lines were incubated in vitro with different
concentrations of 5-ALA and afterwards the fluorescence was examined with a
confocal laser scanning microscope. Additionally, western blot analysis and
polymerase chain reaction (PCR) were performed to determine the expression of
FECH and ABCG2.
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Results: 2 hours after incubation with 5-ALA 56 % of LGGs and 50 % of HGGs
revealed fluorescence. 24 hours after exposure to 5-ALA, fluorescence was
detectable in all gliomas which were included in the analysis (n=15). FECH-
expression was reduced in all glioma samples compared to healthy brain tissue,
whereas the lowest value was measured in glioblastomas. Compared to
oligodendrogliomas, ABCG2-expression in glioblastomas was significantly
decreased (p<0,012). Gliomas with positive fluorescence 2 hours after exposure to
5-ALA featured a lower ABCG2-expression than those without fluorescence.

Conclusion: Our results demonstrate that detectable PplX-fluorescence can be

elicited in LGGs at different time points after in vitro incubation with 5-ALA.
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1 EINLEITUNG

1.1 GLIOME

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit Gliomen im Allgemeinen. Es wird auf die
verschiedenen Unterarten, Haufigkeit und mogliche Ursachen, sowie auf die
Symptomatik eingegangen. In weiteren Abschnitten werden Diagnostik,

Klassifikation, Therapie und Prognose von diesen hirneigenen Tumoren behandelt.

1.1.1 Definition

Gliome sind intrakranielle Tumoren, die aus hirneigenem, neuroepithelialem
Gewebe hervorgehen. Gliazellen machen einen gro3en Anteil (ca. 90 %) der im
zentralen Nervensystem vorkommenden Zellen aus und haben wichtige,
unterstutzende Funktionen fur neuronale Vorgange. Grundsatzlich unterscheidet
man zwischen Gliazellen des peripheren und des zentralen Nervensystems. Zu
letzteren zahlen die Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikro- oder Mesoglia sowie
Ependymzellen. Je nachdem von welcher Zellart der Tumor ausgeht, spricht man
von Astrozytomen, Oligodendrogliomen oder Ependymomen [1].

1.1.2 Epidemiologie

Weltweit treten Gliome mit einer Inzidenz von 6 Erkrankungen pro 100.000
Menschen pro Jahr auf und sind die haufigsten primaren Hirntumoren [2].
StandardmafRig werden Gliome in 4 World Health Organisation (WHO)-
Malignitatsgrade eingeteilt: WHO Grade | und |l werden auch als niedriggradige
Gliome (Abk. LGG, engl. fur low-grade glioma) bezeichnet, WHO Grade Il und IV
als hochgradige Gliome (Abk. HGG, engl. fur high-grade glioma).
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1.1.3 Atiologie

Die Atiologie von Hirntumoren im Allgemeinen ist bisher nicht ausreichend geklart.
In unter 5 Prozent der Falle liegt eine Assoziation mit hereditaren Risikofaktoren vor:
Zu erwahnen sind das Li-Fraumeni-Syndrom, die familiare adenomatdse Polyposis,
das Lynch-Syndrom, die Neurofiboromatose Typ 1 sowie das familiar gehaufte
Auftreten von Glioblastomen und Melanomen [3,4]. Fur Verwandte ersten Grades
eines Menschen mit Gliom besteht ein zweifach erhdhtes Risiko ebenfalls einen
Hirntumor zu entwickeln [3]. Von den untersuchten Umweltfaktoren wie zum
Beispiel Rauchen, Handynutzung oder Ernahrung, konnte lediglich die ionisierende

Strahlung als eindeutiger Risikofaktor identifiziert werden [5].

1.1.4 Symptomatik

Die klinische Symptomatik von hirneigenen Tumoren hangt vorwiegend von der
Lokalisation und der Wachstumsgeschwindigkeit ab. Es wird zwischen fokalen und
generalisierten neurologischen Symptomen unterschieden. Schnell wachsende
Tumoren flhren zu einem Anstieg des Hirndrucks, was sich als Kopfschmerzen,
Doppelbilder, Ubelkeit und/oder Erbrechen duRern kann. Zu den fokalen Zeichen
zahlen senso-motorische Ausfalle, Sprachstérungen, Wesensanderungen oder
Gesichtsfeldeinschrankungen [6]. Die Symptomatik variiert mit der Tumorentitat.
Eine rasch progrediente Hemiparese spricht eher fur ein HGG, wahrend neu
aufgetretene epileptische Anfalle eher bei LGGs beobachtet werden. Die haufigsten
Symptome bei LGGs und HGGs sind in Tabelle 1 aufgelistet [6].

Symptom LGGs HGGs
Kopfschmerzen 40 % 50 %
Epileptische Anfille 65-95% 15-25%
Hemiparesen 5-15% 30 - 50 %
Wesensanderungen 10 % 40 — 60 %

Tabelle 1: Symptomhéufigkeit bei LGGs und HGGs [6]
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1.1.5 Diagnostik

Bildgebung in der Primardiagnostik

Die Methode erster Wahl zur Hirntumordiagnostik ist die
Magnetresonanztomographie (MRT) mit zumindest T1-gewichteten Sequenzen vor
und nach Kontrastmittelapplikation (typischerweise wird ein Gadolinium-haltiges
Mittel verwendet) sowie T2-gewichtete und FLAIR (Abk. engl. fur fluid attenuated
inversion recovery)-Sequenzen [7]. FUr eine aussagekraftige Bildgebung sind eine

Schichtdicke unter 5 Millimeter und Aufnahmen in mehreren Ebenen optimal.

Niedriggradige Gliome stellen sich in der MRT meist als eine diffuse, nicht
kontrastmittelaufnehmende Expansion dar, die am besten auf T2- oder FLAIR-
Aufnahmen als hyperintense Lasion zu erkennen ist. Klassischerweise sind diese
Tumoren kaum von perifokalem Odem umgeben. Oligodendrogliome weisen in
50 % der Falle Verkalkungen auf und haben durch Zysten und Einblutungen oft ein
heterogenes Erscheinungsbild. Hochgradige Gliome und vor allem Glioblastome
prasentieren sich durch die Kontrastmittelaufnahme, zunehmende Nekrosen sowie

das peritumorale Odem in der Bildgebung typischerweise polymorph [8].

Zusatzlich zur MRT konnen weitere bildgebende Verfahren eingesetzt werden: Die
Computertomographie (CT) ist vor allem zur Notfalldiagnostik (Blutungen) und zur
Erkennung von fokalen Verkalkungen geeignet, die (in diesem Zusammenhang
heutzutage selten angewendete) zerebrale Angiographie kann zur
Operationsplanung genutzt werden und die Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) stellt metabolische Hotspots dar, die bei der genauen ZielfUhrung von

Biopsien von Bedeutung sein kdnnen [2].
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Untersuchung von Tumorgewebe

Die formale Diagnosestellung erfolgt durch eine obligate histologische und
molekulargenetische Untersuchung des pathologischen Gewebes. Die chirurgische
Resektion ist daher sowohl eine diagnostische als auch therapeutische Intervention
[2]. Wenn eine offene Tumorresektion nicht moglich ist, steht als alternative
Methode zur Gewinnung von Tumormaterial die stereotaktisch gefuhrte Biopsie zur
Verfugung. Diese wird unter struktureller und/oder metabolischer Bildgebung

(MRT/PET) durchgeflihrt und kann auch in Lokalanasthesie gemacht werden [9].

Neurologische und neuropsychologische Untersuchungen

Sorgfaltige neurologische und neuropsychologische Untersuchungen sind erheblich
fur die Diagnostik sowie fur die Beurteilung des Krankheitsverlaufes und des
Therapieerfolges. Bei der Erstdiagnose werden neurologische Defizite dokumentiert
und fur weitere Verlaufsuntersuchungen als Ausgangsbefund genutzt.
Neuropsychologische Testverfahren erheben kognitive Fahigkeiten, Verhalten und
Affekt. Als Ergebnis der Untersuchungen wird auch der Karnofsky-Index bestimmt:
Einschrankungen der Aktivitat, Selbstversorgung und Selbstbestimmung der
Patientinnen und Patienten, die durch die Erkrankung bedingt werden, kdnnen mit

dem Index bewertet werden [2].
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1.1.6 Klassifikation von Gliomen

Traditionell (vor 2016) wurden Gliome anhand der histologischen
Untersuchungsergebnisse nach der WHO Kilassifikation in verschiedene Gruppen
und die Grade | bis IV eingeteilt. Das Gewebe wird nach Vorkommen zellularer
Atypien, der Anzahl an Mitosen, der mikrovaskularen Proliferation und den
Nekrosen beurteilt. Die Bereiche mit der hochsten Malignitatsstufe entschieden
damals den Tumorgrad. Fehler in der Diagnosestellung konnen auftreten, wenn
wenig Gewebe, das nicht die Biologie des gesamten Tumors wiederspiegelt, fur die
Untersuchung zur Verfugung steht. Das kann beispielsweise bei einer Biopsie der

Fall sein (,sampling bias®) [6,10].

2016 wurde die WHO Kiassifikation von Tumoren des zentralen Nervensystems
aktualisiert. Die neue Einteilung erfolgt erstmals unter Bertcksichtigung von
molekulargenetischen Paramatern in Kombination mit der histomorphologischen
Beurteilung. Der Genotyp ubersteigt dabei den histologischen Phenotyp. Die neue
Nomenklatur beinhaltet eine histopathologische Bezeichnung gefolgt von den
genetischen Eigenschaften (siehe Tabelle 2). Die aktuellen Gruppierungen haben
molekulare Gemeinsamkeiten wie zum Beispiel eine bestimmte Mutation, woraus
ahnliche Prognosen und Therapieansatze resultieren. Tumoren ohne Mutationen
werden als Wildtyp bezeichnet, wenn eine offizielle Entitat existiert. Gibt es keine
diagnostische Mutation oder liegen nicht ausreichend Informationen fir eine
genauere Bezeichnung vor, wird die Abkurzung NOS (not otherwise specified)

verwendet [10].
Haufig untersuchte molekulare Marker

IDH-Mutationen

Mutationen der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) 1 oder seltener 2 sind
charakteristisch fur diffuse Astrozytome und Oligodendrogliome. Diese Mutation tritt
vermutlich frih in der Gliomgenese auf. Neu diagnostizierte Glioblastome haben
typischerweise einen IDH1-Wildtyp. Eine IDH1-Mutation beim Glioblastom weist auf
die Entstehung aus einem niedriggradigen Vorlaufer hin. Die molekularen
Biomarker lassen somit Ruckschlisse auf die Tumorgenese zu und untermauern

die Hypothese einer primaren und sekundaren Entwicklung des Glioblastoms [2,10].
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1p/19q-Kodeletion

Der Verlust chromosomalen Materials auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 und
dem langen Arm von Chromosom 19 ist als Biomarker — bei gleichzeitigem Auftreten

einer IDH-Mutation — typisch fur oligodendrogliale Tumoren [10].

Methylierung des MGMT-Promotors

Die Os-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ist ein Reparaturenzym, das
gewisse DNA-Schaden beheben kann [11]. Die Methylierung des MGMT-Promotors
hat keinen Einfluss auf die Diagnosestellung, ist jedoch fur die Prognose und das
Ansprechen auf eine Chemotherapie mit Temozolomid von Interesse [10]. Durch
die Methylierung wird das MGMT-Gen inaktiviert und es wird kein MGMT exprimiert.
Folglich werden durch Alkylantien (wozu auch Temozolomid zahlt) ausgeloste DNA-
Schaden nicht repariert, was zu einem besseren Ansprechen auf die Behandlung
fuhrt [11].

Mutation im Histon 3 (H3-K27M-Mutation)

Diese Mutation definiert die neue Entitat der diffusen Mittelliniengliome. Sie treten
vorwiegend bei Kindern im Bereich der Mittellinie, also zum Beispiel im Thalamus,
Hirnstamm oder im Ruckenmark, auf. Diese Tumoren haben eine schlechte

Prognose [10].

Mutationen des TERT-Promotors und ATRX-Gens

Die Mutationen im Telomerase reverse Transkriptase (TERT)-Promotor und im
alpha-thalassemia/mental-retardation-syndrome-X-linked (ATRX)-Gen bewirken
eine Stabilisierung der Telomere. Sie haben Einfluss auf die Teilungsrate und die

Unsterblichkeit der Tumorzellen und demnach auch auf die Prognose [10].
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WHO Klassifikation 2016 der Gliome

Tabelle 2 zeigt die neue WHO Kilassifikation 2016 der diffusen astrozytaren und
oligodendroglialen Tumoren mit Mutationsstatus und WHO Grad.

Diffuse astrozytare und oligodendrogliale Tumoren Grad
Diffuses Astrozytom, IDH-mutiert Il
» Gemistozytisches Astrozytom, IDH-mutiert Il
Diffuses Astrozytom, IDH-Wildtyp Il
Diffuses Astrozytom, NOS Il
Anaplastisches Astrozytom, IDH-mutiert [l
Anaplastisches Astrozytom, IDH-Wildtyp [l
Anaplastisches Astrozytom, NOS [l

Glioblastom, IDH-Wildtyp vV
* Riesenzellglioblastom \Y
* Gliosarkom \Y
* Epitheloides Glioblastom \Y
Glioblastom, IDH-mutiert \Y
Glioblastom, NOS IV
Diffuses Mittelliniengliom, H3-K27M-mutiert v

Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19qg-codeletiert Il
Oligodendrogliom, NOS Il
Anaplastisches Oligodendrogliom, IDH-mutiert und 1p/19qg-codeletiert 1]
Anaplastisches Oligodendrogliom, NOS 11
Oligoastrozytom, NOS Il
Anaplastisches Oligoastrozytom, NOS 1]

Andere astrozytare Tumoren Grad

Pilozytisches Astrozytom I
* Pilomyxoides Astrozytom Il

Subependymales Riesenzellastrozytom I
Pleomorphes Xanthoastrozytom Il
Anaplastisches pleomorphes Xanthoastrozytom 1]

Tabelle 2: WHO Kilassifikation der diffusen astrozytédren und oligodendroglialen Tumoren [10]

Anmerkung: Kursiv geschriebene Eintrage sind provisorisch, da keine ausreichende Evidenz

vorliegt, um diese als eigene Tumorentitadten anzuerkennen.
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Tabelle 3 listet die neue WHO Klassifikation 2016 der Ependymome und anderer

Gliome mit Mutationsstatus und Tumorgrad auf.

Ependymale Tumoren

Subependymom
Myxopapillares Ependymom
Ependymom

+ Papillares Ependymom

* Klarzelliges Ependymom

» Tanyzytisches Ependymom
Ependymom mit RELA-Fusion
Anaplastisches Ependymom

Andere Gliome

(/11
1]

Grad

Chordoides Gliom des 3. Ventrikels
Angiozentrisches Gliom
Astroblastom

Tabelle 3: WHO Kilassifikation ependymaler Tumoren und anderer Gliome [10]
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1.1.7 Die haufigsten Gliome und ihre molekularen Marker

Oligodendrogliome

Fir die Diagnose eines Oligodendroglioms muss die Kombination der IDH-Mutation
und 1p/19g-Kodeletion vorliegen. Besteht das histologische Bild eines
Oligodendroglioms und ist keine der oben genannten Mutationen nachweisbar, sind
Tumoren der Kindheit wie das pilozytische Astrozytom oder das klarzellige
Ependymom auszuschlieBen [10]. Der Grofteil der Oligodendrogliome weist

aullerdem eine TERT-Promotor-Mutation auf [2,12].

Diffuse und anaplastische Astrozytome

Diffuse Astrozytome WHO Grad Il und anaplastische Astrozytome WHO Grad Il
haben typischerweise eine IDH-Mutation. Charakteristisch ist auch der Verlust der
nuklearen ATRX-Expression [2,10,12]. Die Diagnose IDH-Wildtyp ist bei diesen
Tumorentitdten AuRerst ungewohnlich, daher ist eine sorgfaltige Uberpriifung
empfohlen, um zum Beispiel eine Verwechslung mit einem Glioblastom zu

vermeiden [10].

Glioblastome

Ungefahr 90 % der Glioblastome sind vom IDH-Wildtyp und werden Klinisch als
primare Glioblastome bezeichnet, das heil3t sie entstehen de novo. Diese Tumoren
betreffen haufig Personen im Alter von Uber 55 Jahren. Die anderen 10 % werden
sekundare Glioblastome genannt und zeigen eine IDH-Mutation. Sie sind mit der
vorbekannten Diagnose eines niedriggradigen diffusen Glioms vergesellschaftet

und kommen bei jungeren Menschen vor [10,13].
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1.1.8 Allgemeine Therapieempfehlungen

Wenn moglich sollte primar immer eine (Teil)Resektion des Tumors angestrebt
werden, da dadurch eine rasche Reduktion der Tumormasse bei gleichzeitiger
histologischer Diagnosestellung erreicht wird. Bei Inoperabilitat sollte eine
diagnostische Biopsie durchgefuhrt werden. Gliome sind mit wenigen Ausnahmen
rein chirurgisch nicht heilbar, da sie ein infiltratives Wachstum zeigen [14]. Bei
Gliomen WHO Grade Il und 1V ist daher eine adjuvante postoperative Therapie
indiziert. Eine Nachbehandlung von Gliomen WHO Grad Il kann bei Vorliegen
folgender Risikofaktoren diskutiert werden: Alter Uber 40 Jahre, subtotale
Resektion, neurologische Ausfalle, unkontrollierbare Anfalle, TumorgroRe uber
6 cm oder Uberschreiten der Mittellinie [15]. Wurde makroskopisch eine komplette
Entfernung erreicht und liegen keine der genannten Risikofaktoren vor, missen
auch WHO Grad Il Tumoren postoperativ regelmalig kontrolliert werden, da

Rezidive in der Natur dieser Erkrankung liegen [2].

Praoperative Behandlung

Zur praoperativen Behandlung gehdrt die antiddematdse Therapie, um den
eventuell durch grof3e Tumormassen und das konsekutive Perifokalddem bewirkten
erhohten Hirndruck zu senken und um einem moglichen reaktiven postoperativen
Odem entgegenzuwirken. Zum Einsatz kommen hauptsachlich Kortikosteroide wie
Dexamethason, sowie osmotisch wirksame Substanzen wie Mannitol. Patientinnen
und Patienten mit rezidivierenden epileptischen Anfallen sollten aul3erdem eine
Therapie mit Antikonvulsiva erhalten [2].

Chirurgische Resektion

Das Ziel der Operation ist neben der Diagnosestellung, so viel Tumorgewebe wie
moglich zu entfernen ohne dabei neue neurologische Defizite zu verursachen.
Intraoperativ stehen eine Reihe von Hilfsmitteln zur Verfigung, um das
Resektionsausmal} zu steigern und gleichzeitig das Risiko flur die Patientinnen und
Patienten so gering wie moglich zu halten. Dazu zahlen chirurgische
Navigationssysteme basierend auf praoperativen MRT-Bildern, die intraoperative
MRT, Ultraschall, das elektrophysiologische Monitoring (direkte kortikale

Stimulation, evozierte Potenziale, Elektromyographie) und die fluoreszenzgestutzte
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Resektion unter Verwendung von 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) [16]. Weiters kann
zur optimalen Funktionsschonung eine ,Wachoperation® zum Einsatz kommen.
Dabei wechseln Phasen von Analgosedierung und Wachzustand, was zum Beispiel
eine neurolinguistisch gefuhrte Sprachkartierung des Cortex ermdglicht [2,17].

Postoperative Bildgebung

Nach einer Gliom-Operation sollte zur Beurteilung des Resektionsausmales immer
eine frlhe postoperative MRT-Bildgebung innerhalb von 24 (bis maximal 72)
Stunden durchgefihrt werden [18].

Strahlentherapie

Die fraktionierte Strahlenbehandlung erfolgt in der Regel in Einzeldosen von 1,8 bis
2,0 Gray (Gy) an 5 Tagen pro Woche flr einen Zeitraum von 5 bis 6 Wochen, was
eine Gesamtdosis von 50 beziehungsweise 60 Gy ergibt. Die Dosis und die
Haufigkeit der Bestrahlungen konnen auch in Abhangigkeit des Alters, der

Tumorentitat und des Malignitatsgrades variieren [19,20].

Fir die Auswahl des Zielvolumens und flir die Bestrahlung selbst stehen Methoden
und Techniken zur Verfligung, um das gesunde Hirngewebe und strahlensensible
Areale wie den Nervus opticus, die Hypophyse oder den Hippocampus bestmoglich
zu schiutzen und das Risiko fur Nebenwirkungen zu minimieren. Die
Strahlenbehandlung wird daher vorzugsweise bildgefihrt und mit modulierter

Intensitat verabreicht [21].

Chemotherapie

Zur adjuvanten Primartherapie von (hochgradigen) Gliomen kommt als
Standardtherapeutikum vor allem Temozolomid zum Einsatz. Dieses DNA-
alkylierende Zytostatikum mit guter Penetranz der Blut-Hirn-Schranke zeigt ein
geringes Nebenwirkungsprofil. Liegt eine Methylierung des MGMT-Promotors vor,
sprechen die Tumorzellen besser auf den Wirkstoff an, als Gliome ohne diese
genetische Veranderung [2]. Daneben wird auch das sogenannte PCV-Schema,
eine Kombination aus Procarbazin, Lomustin und Vincristin, vorwiegend fur die

Behandlung oligodendroglialer Tumoren, verwendet [22].
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Weitere Therapiemoglichkeiten

Als antiangiogene Therapie konnte Bevacizumab, ein monoklonaler Antikorper
gegen den vascular endothelial growth factor (VEGF), keine signifikante
Verlangerung des Gesamtliberlebens erzielen [23]. Zahlreiche gezielte und
immunologische Therapieansatze wie die Vakzinierung mit Rindopepimut sind

bisher nicht ausreichend belegt [2,24].

1.1.9 Prognose und beeinflussende Faktoren

Zu den prognostisch gunstigen Faktoren gehoéren junges Alter, guter
Allgemeinzustand und guter neurologischer Zustand bei Diagnose, grofes
Resektionsausmald sowie molekulare Marker wie eine IDH-Mutation, MGMT-
Promotor-Methylierung oder 1p/19g-Kodeletion. Postoperative Defizite oder ein
groldes, verbliebenes Tumorvolumen nach chirurgischer Intervention haben, vor
allem bei hochgradigen Gliomen, einen negativen Einfluss auf die Prognose [2,10].
Die Prognose der verschiedenen Tumorgrade und -entitaten unter den aktuellen
Therapien ist in Tabelle 4 dargestellt.

WHO Histologie und Mittleres
Grad molekulare Marker Gesamtiuberleben
Oligodendrogliom, IDH-mutiert, Uber 10 Jahre
I 1p/19g-codeletiert
Diffuses Astrozytom, IDH-mutiert Uber 10 Jahre
Diffuses Astrozytom, IDH-Wildtyp Bis 3 Jahre
Oligodendrogliom, IDH-mutiert, 10 Jahre
m 1p/19qg-codeletiert
Diffuses Astrozytom, IDH-mutiert 6-8 Jahre
Diffuses Astrozytom, IDH-Wildtyp 1-4 Jahre
v Glioblastom, MGMT-methyliert 23 Monate
Glioblastom, MGMT nicht methyliert 14 Monate

Tabelle 4: Gliome und deren Prognose [25,26]
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1.1.10 Nachsorge und Kontrollen

Die MRT ist die Standard-Untersuchung zur Bewertung des Rest- bzw.
Rezidivtumorwachstums und des Therapieansprechens. Dabei kann eine
Differenzierung zwischen einer echten Progression und einer sogenannten
Pseudoprogression, die hauptsachlich nach einer Bestrahlung beobachtet werden
kann, schwierig sein. Der Einsatz einer Perfusions-MRT, einer MRT-Spektroskopie
oder einer Aminosaure-PET-Untersuchung konnen dabei in manchen Fallen
hilfreich sein [2].

1.1.11 Rezidive

Da Gliome infiltrativ wachsen, sind Rezidive die Regel. Im Folgenden werden die

Mdglichkeiten zur Behandlung eines Rezidivs erlautert.

Operation

Die erneute Resektion sollte in Betracht gezogen werden, wenn eine frihe
Progression im MRT auftritt oder die erste Operation unzureichend war. Personen,
bei denen der kontrastmittelaufnehmende Tumor nicht vollstandig entfernt werden
konnte, profitieren besonders von einem erneuten Eingriff [27]. Aufgrund der haufig
eloquenten Lokalisation dieser Tumoren bendtigen niedriggradige Gliome oft ein

mehrzeitiges operatives Vorgehen.

Radiotherapie

Eine erneute, gegebenenfalls stereotaktische Radiotherapie kann in bestimmten
Fallen eine weitere Therapieoption sein. Bertcksichtigt werden missen dabei der
zeitliche Abstand zur und die Dosis der letzten Bestrahlung sowie die Lokalisation

des aktuellen Zielvolumens [28].

Chemotherapie

Als weitere systemische Therapiemoglichkeiten stehen Nitrosoharnstoffe wie
Lomustin, eine erneute Behandlung mit Temozolomid oder der VEGF-Antikorper
Bevacizumab zur Verfugung [2,29]. Letzterer ist jedoch kostspielig und hat sich in

der Praxis nicht ausreichend bewahrt.
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Die wiederholte Chemotherapie mit Temozolomid hat am ehesten Erfolg, wenn eine
Methylierung des MGMT-Promotors vorliegt [2,27]. Bedingt durch multiple
genetische Mutationen ist der Nutzen einer erneuten Chemotherapie beim Rezidiv

generell schwacher ausgepragt, als bei der ersten Anwendung (, Tumorresistenz®).
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1.2 DIE FLUORESZENZGESTUTZTE RESEKTION

Das primare Behandlungsziel bei hochgradigen Gliomen ist es, mdglichst viel des
kontrastmittelaufnehmenden Tumors operativ sicher zu entfernen. Komplette
Tumorentfernungen werden lediglich bei einer Minderheit erreicht, da aufgrund des
diffusen infiltrativen Wachstums die Unterscheidung zwischen Tumorgewebe und
gesundem Hirngewebe unter dem konventionellen Weillicht-Mikroskop
Schwierigkeiten bereitet. Seit einigen Jahren wird daher 5-Aminolavulinsaure

erfolgreich zur fluoreszenzgestitzten Resektion von malignen Gliomen eingesetzt.

1.2.1 5-Aminolavulinsaure

5-ALA ist ein natlrlich vorkommender Metabolit in der Ham-Biosynthese und wird
normalerweise uber Protoporphyrin IX (PplX) zu Ham verstoffwechselt. Unter
physiologischen Umstanden ist die endogene 5-ALA-Produktion mittels negativen
Feedbackmechanismus durch Ham kontrolliert. In Tumorzellen scheinen gewisse
Stoffwechselvorgange beeintrachtigt zu sein und es kommt bei exogener Zufuhr von
5-ALA zu einer selektiven pathologischen Akkumulation von fluoreszierendem PplX
in den Zellen [30].

5-ALA und die Hamsynthese

5-ALA wird in den Mitochondrien durch das Enzym ALA-Synthase aus Succinyl-
Coenzym A und Glycin gebildet. Im nachsten Schritt kondensieren zwei Molekule
5-ALA im Zytosol zu Porphobilinogen. Als weitere Zwischenprodukte entstehen
Uroporphyrinogen Ill und Coproporphyrinogen Ill. Letzteres gelangt Uber den
adenosine triphosphate binding cassette transporter, kurz ABC-Transporter, B6
wieder ins Mitochondrium und wird Uber einen weiteren Zwischenschritt in PpIX
umgewandelt. Das Enzym Ferrochelatase (FECH) katalysiert im letzten Schritt
durch Einbau eines zweiwertigen Eisenions in das Zentrum des PplX-Moleklls das
Endprodukt Ham.
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1.2.2 Mechanismen der PplIX-Akkumulation

Einige Faktoren scheinen bei der PplX-Akkumulation in Tumorzellen eine Rolle zu
spielen. Einerseits werden die selektive Aufnahme von 5-ALA in die Tumorzellen
und andererseits enzymatische Veranderungen, die die Anhaufung von PplX
fordern, diskutiert [31].

Im physiologischen Zustand ist die Blut-Hirn-Schranke fur 5-ALA nahezu
impermeabel [32,33]. Bei hochgradigen Hirntumoren ist die Barriere durch die
Angiogenese und das Einsprossen von Kapillaren defekt und daraus resultiert
vermutlich eine gesteigerte Permeabilitat. 5-ALA ist mit einem molekularen Gewicht
von 131 Dalton ein kleines Molekiil. Deswegen sind minimale Anderungen, die zu
einer Storung der Blut-Hirn-Schranke fuhren, ausreichend, damit diese fur 5-ALA

passierbar ist [31].

Als Nachstes muss 5-ALA in die Zelle gelangen, damit es weiter zu PplX
verstoffwechselt werden kann. Fur diesen Schritt kommen einige Transporter,
darunter die Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2, in Frage [31,34,35].
Peptidtransporter sind Natrium-unabhangige und pH-sensitive Transporter, die Di-
und Tripeptide Uber biologische Membranen beférdern [34]. Das Vorkommen von
PEPT2 in Astrozyten und im Plexus choroideus konnte in Experimenten mit Mausen
und Ratten bestatigt werden. Die Autoren gehen aufgrund der Studienergebnisse
davon aus, dass PEPT2 eine bedeutsame Rolle bei der 5-ALA-Aufnahme ins
Hirngewebe hat [34,35]. Eine in Japan durchgeflhrte Studie bekraftigt diese
Hypothese. Die Expressionslevel von PEPT2 waren in den untersuchten
Fluoreszenz-positiven Gliomen WHO Grad Il und Il hdher, als in den Fluoreszenz-
negativen Proben. Darlber hinaus veranschaulichten Versuche, dass eine durch
small interfering ribonucleic acid (siRNA) verminderte Expression von PEPT2 zu
einer schwacheren PplX-Fluoreszenz fuhrte [36]. Die genauen Mechanismen der 5-
ALA-Aufnahme in die Zelle sind allerdings bisher nicht ausreichend geklart.
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Die ersten Schritte der Verstoffwechselung von 5-ALA finden im Zytoplasma statt.
Als Zwischenprodukt entsteht Coproporphyrinogen lll, das Uber den Transporter
ABCB6 vom Zytoplasma ins Mitochondrium gelangt. Mit verschiedenen Versuchen
an intraoperativ. gewonnenem Gliomgewebe und Zelllinien konnte eine
Forschergruppe nachweisen, dass die ABCB6 Expressionslevel mit der
Fluoreszenzintensitat korrelieren. So zeigte intraoperativ stark fluoreszierendes
Gewebe eine hohere ABCB6 Expression, als schwach fluoreszierende Areale. In
Zellexperimenten konnte durch eine vermehrte Expression von ABCB6 die
Akkumulation von PpIX signifikant gesteigert werden, wahrend die Ausschaltung

des ABCB6-Tansporters zu einer verminderten PplX-Fluoreszenz fuhrte [37].

An der Metabolisierung von 5-ALA sind zahlreiche Enzyme beteiligt. Das am
meisten untersuchte heil3t Ferrochelatase (FECH), die im Mitochondrium PplX zu
Ham weiter verstoffwechselt. Teng et al. konnten zeigen, dass eine verminderte
Expression der FECH in Gliomgewebe verglichen mit normalem Hirngewebe flr die
gesteigerte Akkumulation von PplX verantwortlich sein konnte [38]. Aus der
verminderten FECH-Aktivitat resultiert eine geringere Verstoffwechselung des PplX
zu Ham und somit eine Anhaufung des PplIX. Zudem kann die PplX-Fluoreszenz
durch den Einsatz eines Eisen-Komplexbildners wie Deferoxamin um das 1,9-fache

gesteigert werden [39].

Uber den ABCG2-Transporter wird PplX aus der Zelle ausgeschleust. Er ist
aulRerdem bekannt als ,breast cancer resistance protein® und spielt wahrscheinlich
eine erhebliche Rolle bei unzureichender Wirkung von beispielsweise
Chemotherapeutika [40]. Japanische Forscher haben in Experimenten an
gastrointestinalen  Krebszelllinien  herausgefunden, dass eine niedrige
Expressionsrate von ABCG2 mit einer hoheren PplX-Fluoreszenzintensitat
einhergeht [41]. Eine weitere japanische Studie konnte veranschaulichen, dass
ABCG2 nicht ausschliel3lich in der Plasmamembran vorkommt, sondern auch in
Zellorganellen, vor allem in den Mitochondrien. Durch einen selektiven ABCG2-
Inhibitor konnte in menschlichen embryonalen Nierenzellen die mitochondriale

PplIX-Akkumulation gesteigert werden [42].
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In Versuchen mit der menschlichen Hirntumor-Zelllinie U-87 MG konnte durch den
ABCG2-Inhibitor Gefitinib ebenfalls eine Steigerung der PpIX-Fluoreszenz erreicht
werden. Im Tiermodell wurden U-87 MG-Zellen Mausen subkutan injiziert und nach
3 Tagen wurden sie nach Gabe von 5-ALA allein oder 5-ALA und Gefitinib mit LED-
Licht behandelt. Die Gruppe, die mit 5-ALA und Gefitinib behandelt wurde, zeigte
kein signifikant vermindertes Tumorwachstum, woraus die Wissenschaftler
schlussfolgerten, dass Gefitinib den ABCG2-Transporter nicht ausreichend relevant

zu blockieren vermag [43].

Die exakten Mechanismen der selektiven PplIX-Akkumulation in Tumorzellen sind
bisher ebenfalls nicht ausreichend belegt. Am wahrscheinlichsten ist es, dass
multiple Faktoren beteiligt sind. Eine schematische Darstellung der
Verstoffwechslung von 5-ALA und der beteiligten Enzyme und Transporter zeigt
Abbildung 1.
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Abbildung 1: Biosynthese von Porphyrinen und Hém [43]
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1.2.3 Fluoreszenz

Das Verhalten eines Molekuls, Lichtenergie einer bestimmten Wellenlange zu
absorbieren (= Anregungslicht) und Nanosekunden spater Lichtenergie mit einer
grolleren Wellenlange zu emittieren (= Emissionslicht), bezeichnet man als
Fluoreszenz. Elektronen gelangen durch die Absorption der Photonen auf ein
hoheres Energieniveau, auf dem sie sich nicht lange halten konnen, und fallen
wieder auf ihr Ausgangsniveau zurlck. Dabei kommt es zu einer Energieabgabe,
die als Fluoreszenzlicht erscheint. Da bei diesem Prozess Energie verloren geht,
hat das emittierte Licht eine geringere Energie und gleichzeitig eine hohere
Wellenlange, als das absorbierte Licht. Bei der PplX-Fluoreszenz besitzt das
Anregungslicht eine kurzere Wellenlange, die sich im blauen Lichtspektrum
befindet, wahrend das Emissionslicht im roten Bereich liegt. Die Differenz der
Wellenlangen zwischen Anregungs- und Emissionslicht wird Stokes-Differenz

genannt [44].

Fluorophore

Fluorophore sind ringférmige Moleklle, bei denen nach Lichtanregung Fluoreszenz
auftritt. Stoffe, die fur die Farbung benutzt werden, heilRen Fluorochrome oder
Fluoreszenzfarbstoffe. Von Autofluoreszenz spricht man, wenn Systeme oder

Gewebe ohne Anfarben, also ,von selbst®, leuchten [45].

Fluorophore werden friher oder spater durch das Anregungslicht zerstort, was
Fotobleichung (engl. photobleaching) genannt wird. Je nach Stabilitdt des
fluoreszierenden Praparats tritt dieser Prozess schneller oder langsamer ein. Bei
lebenden Zellen ist neben dem Bleichen auch die Reaktion des Fluorochroms mit
Sauerstoff, welche zelltoxische Effekte hat, problematisch. Um die Zellen zu
schutzen, sollte die Belichtungszeit deshalb so kurz wie moglich und der Farbstoff
photostabil sein [45]. Andererseits kann dieser Prozess auch zur Phototherapie bei

einigen Tumoren genutzt werden.
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Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzdetektion geht es darum, das Emissionslicht vom
Anregungslicht zu unterscheiden, weshalb eine hohe Stokes-Differenz von Vorteil
ist. Die Trennung der beiden Lichtquellen gelingt Gblicherweise durch den Einsatz
von optischen Filtern, die an das fluoreszierende Molekll (Fluorophor), das

detektiert werden soll, angepasst werden [44].

In den meisten Fluoreszenzmikroskopen werden Filterwurfel verwendet, um die
Filter passend auszurichten. Der Wurfel besteht haufig aus einem Exzitationsfilter,
einem 45° dichroitischen Spiegel und einem Emissionsfilter. Durch den Exzitations-
oder Anregungsfilter wird nur der Teil des Lichts durchgelassen, der die passende
Wellenlange hat, um den Fluorophor anzuregen. Der dichroitische Spiegel fungiert
als sogenannter Strahlteiler. Er spiegelt das Anregungslicht zum Objektiv, wodurch
das Gewebe fluoresziert und lasst das Fluoreszenzlicht mit héherer Wellenlange
zum Detektor/Okular durch. Da ein geringer Teil des Anregungslichts im Praparat
reflektiert wird und zum Detektor gelangen wiurde, ist noch ein Emissions- oder

Sperrfilter notwendig, damit rein das Fluoreszenzlicht abgebildet wird [44].

Schwierig wird die Detektion, wenn zwei oder mehr Fluorophore verwendet werden,
da sich die Exzitations- und Emissionsspektren haufig Uberschneiden. Hierbei sind
eine sorgfaltige Auswahl und Ausrichtung der verwendeten Filter und Spiegel
besonders wichtig. Sollen zwei Fluorophore im Praparat abgebildet werden, sind ein
zweiter dichroitischer Spiegel und passende Filter, die das Emissionslicht trennen,
notwendig [44]. Der schematische Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops ist in

Abbildung 2 zu sehen.
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Optional transmitted

light I Abbildung 2: Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops [44]
I Specimen Y , . .
Der Exzitations-Filterwiirfel —besteht aus einem
L3
; . ; Objective dichroitischen Spiegel (DM 1), der das Exzitationslicht
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I
|| durch die Emissionsfilter (Em 1 und Em 2) werden die
ungewollten Wellenldngen blockiert.
Em 2,4 Detectors I I
Camera
PMTs
Konfokalmikroskopie

Konfokalmikroskope sind Lichtmikroskope, die es ermdglichen auch dickere
Gewebepraparate scharf abzubilden, da die Beleuchtung Stuck fur Stuck uber das
Praparat gerastert wird. Das emittierte Licht wird durch eine Lochblende (engl.
pinhole) geblndelt, die nur Licht aus dem fokussierten Bereich durchlasst. So
entstehen optische Schnittbilder des Praparats, die nahezu ausschliellich Licht aus

einer bestimmten Schicht in der Fokusebene enthalten [44].

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskope (Abk. CLSM, engl. fur confocal laser
scanning microscope) sind die haufigste Bauform dieser Art von Mikroskopen. Das
Anregungslicht ist eine helle Punktquelle, also ein Laser. Sie werden haufig in der
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Die Bauelemente eines CLSM sind in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Aufbau eines CLSM [44]

Das Laserlicht (blau) wird durch verschiedene Spiegel und Filter tiber den Strahlteiler zum
Préparat gelenkt. Das Licht wird (iber die Probe gerastert und die emittierte Fluoreszenz (gelb)
gelangt lber den dichroitischen Spiegel und weitere Spiegel und Filter zum Detektor (Abk.
PMT, engl. fiir photomultiplier tube). Uber die Lochblende/Iris wird das Licht gebiindelt.
Weitere Strahlteiler und Sperrfilter werden genutzt, um Fluoreszenz unterschiedlicher

Wellenléngen zu trennen.

38



1.2.4 Protoporphyrin IX-Fluoreszenz

Fluoreszenzeigenschaften des PpIX

Die Fluoreszenzeigenschaften eines Fluorophors werden genutzt, um bestimmte
Molekule in einem biologischen Gewebe detektieren zu kdnnen. Das zu den
Porphyrinen zahlende PplX ist ein Fluorophor, der sich selektiv in malignen
Tumorzellen ansammeln kann und in der Fluoreszenzdiagnostik in den

unterschiedlichsten Disziplinen genutzt wird.

Stummer et al. etablierten in den 90iger Jahren die Verwendung von 5-ALA in der
Neurochirurgie anhand von Experimenten mit C6-Gliomzellen und Ratten. Die
durchgefuhrten in vitro Versuche zeigten, dass die malignen Tumorzellen nach
Inkubation mit 1 mM 5-ALA PplX bildeten. 95 % der Zellen Uberlebten und 93 bis
95 % der Tumorzellen wiesen eine detektierbare Fluoreszenz auf. Der Anstieg der
Fluoreszenz war linear und nach 85 Minuten Inkubationszeit wurde ein Plateau
beobachtet. Die Autoren schlossen daraus, dass durch Feedback-Mechanismen
kein weiterer Anstieg der PplX-Fluoreszenz zu erwarten ist, wenn erst einmal eine
gewisse Konzentration erreicht wurde. Eine Erhéhung der 5-ALA-Dosis erscheint
daher nicht sinnvoll und fuhrt eher zu unerwinschten Nebenwirkungen und
toxischen Effekten. Im Tierversuch konnte demonstriert werden, dass 5-ALA die
gestorte Blut-Hirn-Schranke in ausreichender Menge passieren kann. Die
Fluoreszenz in den hochgradigen Gliomen der Ratten war nach 6 Stunden am

grofdten und nach 9 Stunden begann sie abzusinken [30].

Eine Forschergruppe aus Tubingen in Deutschland untersuchte die
Fluoreszenzeigenschaften von acht verschiedenen menschlichen Gliom-Zelllinien,
von menschlichen Astrozyten und von zerebellaren Ratten-Neuronen. Die Zellen
wurden unterschiedlich lang mit 1 mg/ml 5-ALA inkubiert und danach im
Fluoreszenzmikroskop, das mit speziellen Filtern ausgestattet war, betrachtet. Das
PplX haufte sich hauptsachlich im Zytoplasma an. Die maximale Fluoreszenz war
bei den Zelllinien nach verschiedenen Inkubationszeiten erreicht, ebenso
unterschiedlich war der Abfall der Fluoreszenzintensitat. Die Forscher konnten auch
zeigen, dass ein klarer Unterschied zwischen Neuronen und Gliomzellen besteht
[46].
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Mikroskopie der PplIX-Fluoreszenz

Die intrazellulare PplX-Akkumulation fuhrt durch Anregung mit einer Blaulichtquelle
der Wellenlange 375 bis 440 nm zu einer spezifischen rot-violetten Fluoreszenz. Die
Peaks des Emissionslichts liegen wie in Abbildung 4 zu sehen ist bei 635 und
704 nm [30,47]. Das Fluoreszenzmikroskop wird zur Detektion der PplX-
Fluoreszenz mit einer Kombination von verschiedenen Filtern ausgestattet: ein 395-
440 nm Bandpass-Exzitationsfilter (BP), ein 460 nm dichroitischer Spiegel und ein
470 nm Langpass-Emissionsfilter (LP) [30]. Die meisten modernen
Operationsmikroskope  verfugen Uber die bendtigten Elemente  zur

fluoreszenzgestutzten Resektion oder konnen aufgerustet werden.

100 A
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Abbildung 4: Spektrum der PplX-Fluoreszenz [47]
Spektrum des PplX mit charakteristischen Peaks des Emissionslichts bei 635 und 704 nm.
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Falsch negative Fluoreszenz

Infiltratives Wachstum ist charakteristisch fur Gliome. Die Fluoreszenz ist am
groflten in Bereichen mit hoher Zelldichte und sinkt mit abnehmender Anzahl der
Tumorzellen (,optische Dilution®). Aufgrund dessen kann in der Infiltrationszone die
sichtbare Fluoreszenz im Mikroskop schwach sein oder gar fehlen [48-50].
Mechanismen zur  sensibleren Fluoreszenzdetektion, zum Beispiel

Konfokalmikroskopie, sind Gegenstand aktueller Forschung [51].

Weitere Grunde fur negative oder schwache Fluoreszenz sind Tumornekrosen
(keine Biosynthese) und Blaulicht-undurchlassige Blutansammlungen [50,52].
Zuletzt sei noch die Fotobleichung (Verlust der Fluoreszenz durch die Bestrahlung
mit dem Anregungslicht) als mogliche Ursache fur fehlende Fluoreszenz erwahnt,
auch wenn diese in der Gliom-Chirurgie kaum eine Rolle spielt. Ein Abfall auf 36 %
Restfluoreszenz konnte wahrend Gliom-Operationen erst nach 25 Minuten
Exposition mit blauem und 87 Minuten Bestrahlung mit weillem Licht beobachtet
werden [50,52].
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1.2.5 Klinischer Einsatz von 5-ALA

Die lokale oder systemische Gabe von 5-ALA fuhrt zu einer starken Akkumulation
von PplX in epithelialen und glandularen Strukturen. Verschiedene Prodrugs
kommen beispielsweise bei Hauterkrankungen, Neoplasien im Urogenitaltrakt oder

Magen-Darmtrakt und bei Hirntumoren zur Anwendung.

In Europa, Asien und Australien steht als Prodrug 5-ALA-Hydrochlorid unter dem
Markennamen gliolan® (medac GmbH, Wedel, Deutschland) fur die Gliom-
Chirurgie zur Verfigung [50]. Das weil3e Pulver wird in Wasser geldst und den
Patientinnen und Patienten mindestens 4 Stunden vor Anasthesiebeginn in einer
Dosierung von 20 mg/kg Korpergewicht oral verabreicht. Die PplX-Konzentration im
Plasma ist nach 4 bis 6 Stunden am hochsten und ist bis ungefahr 12 Stunden nach
der oralen Gabe detektierbar [30,50]. Aufgrund der 5-ALA-Aufnahme in epitheliale
Gewebe, besteht fur 24 Stunden nach Verabreichung eine erhohte
Lichtempfindlichkeit der Haut, weshalb die Personen fur diesen Zeitraum vor
starken Lichteinflussen (Sonne, Halogenlampen) geschutzt werden sollten. gliolan®
verursacht kaum Nebenwirkungen, es kann aber zu einem vortubergehenden
Anstieg der Leberwerte kommen, selten auch zu Ubelkeit oder Erbrechen. Bei
Vorliegen einer Porphyrie (Storung des Ham-Stoffwechsels) ist die
Produktanwendung kontraindiziert [52,53].

5-ALA in der Diagnostik

In multiplen Studien wurde belegt, dass die diagnostische Genauigkeit von 5-ALA
hoch ist. Werte von 90 % und hoher konnten fur die Sensitivitat, Spezifitat und den
positiven Vorhersagewert (Abk. PPV, engl. fur positive predictive value) erhoben
werden [48,49,54,55]. Tumorbiopsien aus schwach und stark fluoreszierenden
Gewebebereichen wurden wahrend Gliom-Operationen enthommen und
anschlieBend auf Tumorzellen untersucht. Starke Fluoreszenz korrelierte mit
solidem Tumoranteil und hoher Zelldichte, der PPV lag bei 100 %. In der
Infiltrationszone wurden schwache Fluoreszenz, eine geringere Zelldichte und ein
PPV von 95 % nachgewiesen [50,55].

42



Anwendung von 5-ALA bei hochgradigen Gliomen

In der Neurochirurgie wird 5-ALA zur fluoreszenzgestutzten Resektion von
hochgradigen Gliomen eingesetzt. Neben der erleichterten Unterscheidung
zwischen Tumorgewebe und gesundem Hirngewebe, bringt die durch 5-ALA
induzierte Fluoreszenz einen weiteren Vorteil mit sich: Sie erlaubt es den Tumor in
Echtzeit zu visualisieren [56]. Ganz im Gegensatz zur Neuronavigation: Praoperativ
aufgenommene MRT-Bilder unterliegen intraoperativen Schwankungen des
Gehirns (engl. brainshift) und sind demnach weniger prazise als die
Tumorfluoreszenz [50,57]. Intraoperative MRT und Ultraschall kbnnen zwar diese
Schwache der Neuronavigation teilweise ausgleichen, diese Techniken sind aber
deutlich teurer und zeitintensiver, als die PplX-Fluoreszenz [50,58]. Aulierdem
konnte in Studien gezeigt werden, dass 5-ALA die Tumorinfiltration in Randzonen
sensibler detektieren kann, als es mit Neuronavigation oder intraoperativem MRT
moglich ist [48,50,59].

In einer randomisierten Phase Ill Studie (2006) wurden Personen mit hochgradigen
Gliomen entweder fluoreszenzgestutzt oder konventionell unter Weillicht operiert.
Die Studienergebnisse ergaben eine makroskopisch komplette Resektion bei 64 %
der Teilnehmenden nach 5-ALA-Gabe im Vergleich zu 38 % in der Kontrollgruppe.
Das progressionsfreie Gesamtuberleben war ebenfalls in der Gruppe, die 5-ALA
erhielt, hoher [16].
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Anwendung von 5-ALA bei niedriggradigen Gliomen

Wie bei den hochgradigen Gliomen ist es auch bei niedriggradigen Gliomen (LGGs)
von enormer Bedeutung flr die Progressionsfreiheit und das Uberleben der
Erkrankten eine mdglichst vollstandige Resektion des Tumors zu erzielen [60].
Infiltratives Wachstum und Schwierigkeiten bei der Unterscheidung zwischen
gesundem und krankem Hirngewebe stellen auch hier die Operierenden vor eine
fordernde Aufgabe. Trotz moderner Techniken wie der intraoperativen
Neuronavigation und MRT wird bei LGGs lediglich in 14 bis 46 % eine komplette
Tumorentfernung  erreicht [51]. Die Verwendung von 5-ALA  zur
fluoreszenzgestutzten Resektion von LGGs erfolgt bisher nicht routinemallig, da fur
diese Indikation aufgrund unzureichender Evidenz keine Zulassung vorhanden ist
[60,61]. Wahrend die Mehrheit dieser Tumoren makroskopisch keine brauchbare
PplIX-Fluoreszenz aufweist, wurde in 10 bis 20 % der LGGs intraoperativ eine
sichtbare Fluoreszenz beschrieben [51,61,62]. In ex vivo Versuchen konnte jedoch
Fluoreszenz in LGGs quantitativ gemessen werden [51,63]. Einige in vivo Studien
konnten auflierdem veranschaulichen, dass bei LGGs PplX in einer fur das
menschliche Auge unter dem konventionellen Operationsmikroskop nicht
sichtbaren Konzentration  vorliegt, weshalb neue  Techniken  zur

Fluoreszenzdetektion intensiv erforscht werden [51,64—66].

Fluoreszenz in LGGs

Niedriggradige Gliome zeigen im MRT typischerweise keine oder lediglich eine
geringe Kontrastmittelaufnahme. In fast 50 % der radiologisch als niedriggradig
vermuteten Gliome finden sich histologisch allerdings Tumoranteile mit WHO
Grad lll oder IV [67]. In einer Studie von Widhalm et al. wurde berichtet, dass
anaplastische Areale mit 5-ALA-induzierter Fluoreszenz intraoperativ mit einer
Sensitivitat von 89 % und einer Spezifitit von 88 % in nicht
kontrastmittelaufnehmenden WHO Grad Il und Il Tumoren nachgewiesen werden
konnten [62]. 5-ALA ist demzufolge sensitiver flr die Detektion maligner

Tumoranteile, als die Kontrastmittelaufnahme allein [61].
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Eine andere Studie von Jaber et al. untermauert die Hypothese, dass Fluoreszenz
in LGGs ein Marker fur die maligne Transformation ist und moglicherweise mit der
Angiogenese und der epidermal growth factor receptor (EGFR)-Expression
korreliert [68]. Es ist bekannt, dass es durch Einsprossen neuer, qualitativ
minderwertiger GefalRe zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke kommt
und dass die Kontrastmittelaufnahme in der Bildgebung ein Zeichen daflr ist [69].
Ebenso wurde bewiesen, dass es wahrend der schrittweisen Transformation von
LGGs zu HGGs zu einer vermehrten Angiogenese kommt [70]. Die Autoren
berichten Uber ein kurzeres Gesamtuberleben der Personen mit fluoreszierenden
LGGs und eine kurzere Dauer bis zur radiologisch eindeutigen malignen Entartung
[68].

In anderen Untersuchungen wurde ebenfalls gezeigt, dass fluoreszierendes
Tumorgewebe mit den Malignitatsparametern der WHO korreliert, namlich mit der
Mitoserate, der Zelldichte, den nukledaren Pleomorphismen und dem
Proliferationsmarker MIB1 (Abk. engl. fur mindbomb E3 ubiquitin protein ligase 1)
[50,62,71]. Zwischen dem Auftreten von Fluoreszenz und molekularen Markern wie
IDH-1, 1p/19q und MGMT-Promotor-Methylierung konnte kein Zusammenhang

festgestellt werden [61].

Fluoreszenzdetektion in LGGs

Mit den aktuellen Operationsmikroskopen ist derzeit keine makroskopisch sichtbare
Fluoreszenz in der Mehrheit (80 bis 90 %) der LGGs nachweisbar [62,71]. Valdés
et al. gelang die quantitative Messung der Fluoreszenz intraoperativ mit einer
faseroptischen Messsonde in 45 % der LGGs, die unter dem Operationsmikroskop
keine sichtbare Fluoreszenz aufwiesen [72,73]. Ein Team um Nader Sanai
beschaftigt sich mit der Visualisierung der PplX-Fluoreszenz in LGGs mit dem
Konfokalmikroskop. 2011 erschien eine Studie des Autors Uber zehn Menschen mit
Gliomen WHO Grad | oder |Il, die eine Resektion mit 5-ALA und
Konfokalmikroskopie erhielten. Wahrend in keinem Tumor unter dem
Operationsmikroskop Fluoreszenz zu sehen war, gelang der PplX-Nachweis
konfokalmikroskopisch in allen Teilnehmenden. Nach Beendigung der
konventionellen Resektion, war noch in sechs von zehn Fallen Fluoreszenz an den

Resektionsrandern mit dem Konfokalmikroskop detektierbar und auch
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histopathologisch wurde eine Tumorinfiltration bestatigt. Die komplette
Resektionsrate lag mit Hilfe des Konfokalmikroskops somit im Durchschnitt bei 95 %
[51].

Mit Hilfe dieser Techniken konnte es in Zukunft moglich werden, Fluoreszenz auch
in niedriggradigen Gliomen zu detektieren. Eine dadurch erzielte maximale

Resektion wirde vermutlich auch zu einer Verbesserung der Prognose flhren.
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1.3 ZIEL DIESER ARBEIT

Niedriggradige Gliome weisen eine langsamere Wachstumsrate als hochgradige
Gliome auf. Da diese niedriggradigen Tumoren Uberwiegend bei jlingeren
Menschen und in eloquenten Hirnarealen auftreten und sie als hirneigene Tumoren
keine klaren Grenzen zum gesunden Hirnparenchym aufweisen, ist eine moglichst
radikale Entfernung herausfordernd. Die fluoreszenzgestitzte Resektion von
hochgradigen Gliomen hat sich bereits bewahrt. Da die Mehrheit (80 bis 90 %) der
LGGs keine makroskopisch sichtbare PplX-Fluoreszenz aufweist und in diesen
Fallen aufgrund unzureichender Evidenz keine Zulassung fur die 5-ALA-Methode
vorliegt, wird die fluoreszenzgestitzte Resektion von LGGs lediglich unter
bestimmten klinischen Voraussetzungen (zum Beispiel radiologischer Verdacht auf
ein niedriggradiges Gliom mit fokalem kontrastmittelaufnehmendem Tumoranteil)

vorgenommen.

In der Annahme, dass niedriggradige Gliomzellen denselben Ursprung wie die
hochgradigen Gliomzellen haben, wirde sich die fehlende Fluoreszenz bei ersteren
entweder durch eine mangelnde exogene Substrat-Verfugbarkeit (5-ALA) bei
unzureichend durchlassiger Bluthirnschranke oder durch die unveranderte Aktivitat
der an der Ham-Synthese beteiligten Enzymen und Transportern erklaren. Die
vorgeschlagene Arbeit soll diese beiden Aspekte durch in vitro Experimente

(Zellkulturen) und Methoden zum Nachweis der Gen-Expression erforschen.

1.3.1 Fragestellung

1) Kommt es in vitro bei frei verfligbarem 5-ALA zu einer Akkumulation von PpIX
in niedriggradigen Gliomen, die sich mit dem Konfokalmikroskop detektieren

|asst?

2) lIst die Expression der Ferrochelatase in niedriggradigen Gliomen im Vergleich

zu gesundem Hirngewebe vermindert?

3) Gibt es einen Unterschied der ABCG2-Expression in niedriggradigen Gliomen
im Vergleich zu gesundem Hirngewebe oder hochgradigen Gliomen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 STUDIENDESIGN

Im Zeitraum vom 30.01.2018 bis 31.07.2019 wurde Gliomgewebe von
19 Patientinnen und Patienten, die an der Universitatsklinik fur Neurochirurgie in
Graz operiert wurden, gesammelt. Die menschliche Gliom-Zelllinie U-87 MG wurde
fur die Etablierung der Experimente und als Positivkontrolle verwendet. Als
Negativkontrolle fur die Bestimmung der FECH- und ABCG2-Expressionlevel diente
menschliches Hirngewebe, das post mortem entnommen wurde. Der fur die Studie
gestellte Ethikantrag (EK-Nummer: 30-123 ex 17/18) wurde von der

Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz bewilligt (siehe Anhang).

2.1.1 Einschlusskriterien

Patientinnen und Patienten, die im angefluhrten Zeitraum an der Universitatsklinik
fur Neurochirurgie eine Operation zur Gliom-Entfernung erhielten, wurden mit einer
Einverstandniserklarung gebeten, entnommenes Tumorgewebe, das nicht fur die

Diagnostik benotigt wurde, fur Studienzwecke zur Verfiugung zu stellen.

Einschlusskriterien waren ein Mindestalter von 18 Jahren und der histologische
Nachweis eines niedriggradigen Glioms WHO Grad | oder Il. Hochgradige Gliome

WHO Grad Il und IV wurden als Vergleichsgruppe fur die Experimente genutzt.

2.1.2 Gewebe von Operationen

Das Tumorgewebe wurde vom Neurochirurgie-Operationssaal abgeholt und ins
Zellkulturlabor gebracht. Ein Teil wurde fur in vitro Experimente kultiviert, das
restliche Gewebe wurde fur Western Blot und PCR (Abk. engl. fur polymerase chain

reaction) sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Kontrastmittelaufnahme

Alle Teilnehmenden (ausgenommen ein Patient mit Nierenfunktionsstorung)
erhielten praoperativ ein MRT mit Gadolinium-haltigem Kontrastmittel. Die Tumoren
wurden entweder als kontrastmittelaufnehmend oder nicht

kontrastmittelaufnehmend klassifiziert.
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Intraoperative Beurteilung der Fluoreszenz

Einige Patientinnen und Patienten mit kontrastmittelaufnehmenden Tumoranteilen
bekamen 4 bis 6 Stunden vor Einleitung der Anasthesie 20 mg/kg Korpergewicht
gliolan® als orale Losung verabreicht. Die intraoperative Beurteilung der
Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines Leica OH4 Operationsmikroskops mit PplX-
Fluoreszenz Filterset FL400 von Storz durch zwei erfahrene Chirurgen

vorgenommen und zum Zweck dieser Studie in ,positiv‘ oder ,negativ‘ eingeteilt.

Neuropathologische Untersuchungen

Das wahrend der Operationen enthommene Gliomgewebe wurde von qualifizierten
Pathologinnen und Pathologen der Medizinischen Universitat Graz untersucht. Die
Diagnostik und Einteilung erfolgten anhand der aktuellen WHO Kiriterien (Revision
von 2016).

Kodierung der Tumorproben

Nach Erhalt des neuropathologischen Befundes wurde flr jede Tumorprobe ein
Code, bestehend aus Buchstaben und einer fortlaufenden Zahl, vergeben: ODG =
Oligodendrogliom, DA = diffuses Astrozytom, AA = anaplastisches Astrozytom und
GMB = Glioblastoma multiforme.
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2.2 ZELLKULTUREN

2.2.1 Tumorproben

Die Tumorproben wurden in einem Gefaly mit Natriumchlorid (NaCl) 0,9 % oder
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)/F-12 ohne Phenolrot vom
Neurochirurgie-Operationssaal abgeholt und anschlielend fur 7 Minuten in
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS) mit 10 % Penicillin-Streptomycin (P/S)
gewaschen. Dann wurde das Gewebe in kleine Stlcke, ungefahr 2 x 2 mm, zerteilt.
Fur die Experimente wurden jeweils zwei Sticke pro Well in einer 24-Well-Platte
vorbereitet. Das zugefligte Medium bestand aus DMEM/F-12 ohne Phenolrot mit
10 % fetal bovine serum (FBS), 1 % L-Glutamin und 1 % P/S. Die Platten wurden
im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2-Gehalt aufbewahrt.

2.2.2 Zelllinie U-87 MG

Die menschliche Gliom-Zelllinie U-87 MG wurde fur die Etablierung der Experimente
und als Positivkontrolle verwendet. Diese epithelialen Zellen zeigen ein klassisches

Monolayer-Wachstum.

Die Zellen wurden in einer Zellkulturflasche mit 175 cm? (T175) und Medium
bestehend aus DMEM mit 10 % FBS, 1 % L-Glutamin und 1 % P/S bei 37 °C und
5 % CO2-Gehalt kultiviert. Das Medium wurde regelmalig dreimal pro Woche
gewechselt und die Zellen wurden zweimal pro Woche im Verhaltnis 1:5 gesplittet.
Fir die Versuche wurden die Zellen auf eine Glasplatte mit vier Kammern (Chamber

Slide) ausgesat.
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Zellen auftauen und kultivieren

Die U-87 MG-Zellen wurden aus dem Cryotank enthommen und in einem Dewer
(Cryogefal) mit flissigem Stickstoff ins Zellkulturlabor gebracht. Das Medium wurde
wie oben beschrieben vorbereitet und im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Das
Cryoréhrchen mit den Zellen wurde aus dem Dewer genommen und im Wasserbad
aufgetaut. AnschlieRend wurde in der Sicherheitswerkbank (engl. laminar flow
cabinet) der Inhalt des Rohrchens mit einer Pipette entnommen und in ein
Zentrifugenrohrchen mit Medium gegeben. Die Zellen wurden 4 Minuten bei
800 rpm (Abk. engl. fur revolutions per minute) zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet mit einer Pipette in Medium resuspendiert,
um die Zellen zu vereinzeln. Zuletzt wurden die Zellen in eine T175-Zellkulturflasche
mit 25 ml Medium Uberfuhrt und im Inkubator bei kultiviert.

Passagieren und Splitten von Zellen

Dieser Vorgang wurde durchgefuhrt, um Zellen in ein anderes Kulturgefal® zu
uberfuhren oder/und um die Zelldichte zu verringern. Die U-87 MG-Zellen wurden
zweimal pro Woche im Verhaltnis 1:5 gesplittet. Dazu wurde das Medium aus der
Kulturflasche abgesaugt. Dann wurde mit 20 ml PBS gewaschen und dieses
ebenfalls abgesaugt. Als Nachstes wurden 2 ml Trypsin in die Flasche pipettiert,
geschwenkt und fur 3 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Mikroskop wurde kontrolliert,
ob sich die Zellen bereits von der Oberflache abgeldst hatten. Anschlieliend wurde
20 ml Medium in die Kulturflasche gegeben und geklopft, um die Zellen zu l6sen.
Der gesamte Inhalt wurde mit einer Pipette aufgesammelt und in ein
Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Es wurde 4 Minuten bei 800 rpom zentrifugiert. Das
Medium wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 10 ml neuem Medium
resuspendiert. Ein Funftel der Zellldsung, also 2 ml, wurde gemeinsam mit 23 ml

frischem Medium in die Zellkulturflasche Uberfihrt.
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Zellen ernten und aussaen

Fir die Versuche wurden die Zellen auf Chamber Slides ausgesat, pro Kammer
wurden 50.000 Zellen aufgebracht. Dazu passagiert man die Zellen wie oben
beschrieben. Fur die Zellzahlung mit dem CASY® (Gerat zur Zellzahlung) wurden
50 ul der Zelllésung in ein Gefal® mit CASYton (isotonischer Messpuffer) pipettiert.
Nach der Zahlung wurde die Konzentration, auf die man die Zellen verdinnen muss,

berechnet.

Ein Rechenbeispiel: Auf die Chamber Slides wurden 50.000 Zellen in 0,5 ml
Medium pro Kammer aufgetragen. Pro Milliliter betrug die Zellzahl also 100.000 und
fur vier Kammern wurden 2 ml Zellldsung bendtigt. Es wurde wie folgt gerechnet:
vorhandene Zellkonzentration mal die Menge der vorhandenen Zellsuspension
durch die gewollte Zellkonzentration. Das ergibt die Gesamtsuspensionsmenge mit
der gewlinschten Zellzahl. Angenommen die Zellzahlung ergab 5,2 x 10° vitale
Zellen, so rechnete man 5,2 x 10° x 2 ml / 10° = 10,4 ml. Von den 10,4 ml wurden
2 ml abgezogen. Die 2 ml vorhandene Zellsuspension wurden mit 8,4 ml Medium
verdunnt, um die gewunschte Konzentration zu erhalten. Von der verdinnten
Zellldsung wurden jeweils 0,5 ml in eine Kammer pipettiert. Die restliche Losung
wurde zurlck in die Zellkulturflasche Uberfuhrt und gegebenenfalls mit frischem
Medium aufgefullt. Anschliel3end wurden die U-87 MG-Zellen fur zwei bis drei Tage
in den Chamber Slides inkubiert, bevor sie fur Experimente genutzt wurden.
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2.3 FARBUNGEN

2.3.1 Inkubation mit 5-ALA und Hoechst

Die Tumorstucke wurden bis zum Abschluss der Experimente maximal 2 Wochen
kultiviert. Farbungen, die nach diesem Zeitraum durchgeflhrt wurden, wurden nicht

in die Auswertungen miteinbezogen.

Flr die Substratanreicherung mit 5-ALA wurden 3 mg gliolan® eingewogen und in
3 ml DMEM/F-12 ohne Phenolrot gelost. Es wurden Losungen mit Konzentrationen
von 1 mM und 2 mM hergestellt.

Von den Chamber Slides mit U-87 MG-Zellen wurde das Medium abgesaugt und
zweimal mit DMEM/F-12 ohne Phenolrot gewaschen. Von den 24-Well-Platten mit
den Tumorstucken wurde das Medium ebenso abgesaugt. Danach wurden 0,5 ml
der 5-ALA-L6sungen mit unterschiedlichen Konzentrationen oder DMEM/F-12 ohne
Phenolrot als Negativkontrolle in die Wells pipettiert. Die Inkubationszeit betrug
2 Stunden. Zur Beurteilung der Zellviabilitat wurden Tumorsticke und Zelllinie far
15 Minuten mit Hoechst 33342 gelost in DMEM/F-12 ohne Phenolrot (Konzentration
1 pg/ml) inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Lésungen abgesaugt und die Zellen fur
5 Minuten mit DMEM/F-12 ohne Phenolrot gewaschen. Danach wurde wieder
abgesaugt und frisches Medium (ohne Phenolrot) zugegeben. Fir einige Versuche
wurden die Losungen mit 5-ALA und Hoechst 33342 nicht nach 2 Stunden
abgesaugt, sondern flr 24 Stunden belassen. Jedes Experiment wurde zwei- oder

dreimal ausgefuhrt.
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2.3.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzspektrum von PpIX

Wie bereits im Absatz 1.2.4 erwahnt, kommt es durch die Anregung mit blauem
Licht der Wellenlange 375 bis 440 nm zu einer Emission von rotem Licht, dessen
Peaks bei 635 und 704 nm liegen.

Fluoreszenzspektrum von Hoechst 33342

Die Exzitation erfolgt mit einem ultravioletten Licht, das sich in einem Bereich um

350 nm befindet. Das Emissionslicht ist blau und hat sein Maximum bei 461 nm.

Fluoreszenzdetektion mit dem CLSM

Die Tumorstlcke und die Zelllinie wurden jeweils nach Ablauf der zweistliindigen
Inkubationszeit und nach 24 Stunden im CLSM betrachtet. Bei einigen
Experimenten wurden engere Zeitraume zur Fluoreszenzdetektion gewahlt
(zusatzlich nach 6, 9 und 12 Stunden). Angeregt wurden die Zellen mit Laserlicht
der Wellenlange 405 nm und einer Laserpower von 0,2 %. Ein Primarstrahlteiler
(UV/488/543/633) wurde verwendet, um das passende Exzitationslicht zum
Praparat zu lenken. Die verschiedenen Emissionslichter von 5-ALA und Hoechst
wurden durch einen Sekundarstrahlteiler (490) getrennt und durch den Einsatz von
zwei Emissionsfiltern (BP 420-480 fur Hoechst und LP 560 fir PplX) wurden die
ungewollten Wellenlangen blockiert. Es wurden Bilder mit drei Kanalen
aufgenommen: rot fur PplX, blau fur Hoechst und ein Durchlichtkanal. Sowohl
zusammengefuhrte und als auch getrennte Bilder der unterschiedlichen Kanale

wurden gespeichert.

Beurteilung der in vitro Fluoreszenz

Die Beurteilung erfolgte anhand der mit dem CLSM aufgenommenen Bildern. Die
Einteilung der detektierten Fluoreszenz erfolgte in 4 Kategorien: negative (keine
sichtbare) Fluoreszenz, schwache, mittelgradige oder starke Fluoreszenz. Die
starkste aufgenommene Fluoreszenzintensitat einer Tumorprobe war entscheidend

fur die Zuteilung in die einzelnen Kategorien.
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2.4 ABCG2- UND FERROCHELATASE-EXPRESSION

Western Blot und PCR wurden angewendet, um zu eruieren, ob die Expression
bestimmter Transporter und Enzyme, die an der PplX-Synthese beteiligt sind, im
Zusammenhang mit der Tumorfluoreszenz stehen. Wir untersuchten den
Transporter ABCG2 (Molekulargewicht: 72 kDa) und das Enzym Ferrochelatase
(Molekulargewicht: 42 kDa).

Als Positivkontrollen wurden die Zelllinien U-87 MG und U-251 verwendet.
Menschliche Frontallappen, die post mortem entnommen wurden, dienten als
Negativkontrollen. Von dem gewonnen Operationsmaterial wurden 9 LGGs und
10 HGGs untersucht.

241 Semi-Dry Western Blot

Die Proteine wurden durch die SDS-PAGE (Abk. engl. fur sodium dodecyl! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) auf einem 12,5%igem Polyacrylamid-Gel
anhand ihrer molekularen Masse aufgetrennt und anschlieRend auf eine

Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran Ubertragen.
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Proteinisolierung

Die eingefrorenen Tumorproben wurden in einem Dewer mit flissigem Stickstoff ins
Labor gebracht. Zuerst wurden die Gefalle fur die Proben vorbereitet: Aus den
MagNA Lyser Green Beads (Gefalle mit Keramikktigelchen) wurden jeweils die
Halfte der Keramikklgelchen entfernt und eine Beschriftung aufgebracht. Dann
wurden 300 pl NP-40-Lysepuffer (siehe Tabelle 5, Tabelle 6, und Tabelle 7) in jedes
MagNa Lyser Gefal® pipettiert und anschlielfend das Probengewebe hinzugeflgt.
In die Eppendorf-Reaktionsgefalle mit den Pellets der Zelllinien U-87 MG und U-
251 wurde der NP-40-Lysepuffer direkt pipettiert. Die Gefalte wurden rasch in die
vorbereitete Box mit Eis gestellt. Die Proben wurden im MagNa Lyser bei 6.500 rpm
fur 40 Sekunden homogenisiert. Als Nachstes wurden die Proben fur 20 Sekunden
auf Eis gekuhlt und der vorherige Schritt noch einmal wiederholt. Dann wurde das
Lysat bei 10.000 rpm fiir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
die vorbereiteten Eppendorf-Gefalie pipettiert. Die Proteinkonzentration wurde mit
der Bradford-Methode bestimmt. Dazu wurden die Lysate mit einem Farbstoff
(Coomassie Brilliant Blue) versetzt. Durch die Komplexbildung des Farbstoffes mit
den Proteinen anderte sich das Absorptionsspektrum, was zur photometrischen
Messung der Proteinkonzentration genutzt wurde. Zur Kalibrierung wurde eine
Konzentrationsreihe mit dem Standardprotein BSA (Abk. engl. fur bovine serum
albumin) durchgeflihrt. Die Proben wurden mit dem NP-40-Lysepuffer und Laemmli
Probenpuffer auf eine Konzentration von 3 pg/ul verdunnt. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

56



NP-40-Puffer

Reagenz Menge Konzentration

1 M Tris-HCI (pH 7,5)
[Tris-(hydroxymethyl)- 25 ml 50 mM
aminomethanhydrochlorid]

5 M NaCl 15 ml 150 mM
NP-40 (Markenname, nichtionisches Tensid) 2,5mil 0,5 %
457,5

AD (Aqua destillata) mi

Tabelle 5: Zusammensetzung des NP-40-Puffers

Inhibitor-Cocktail (fiir Proteasen und Phosphatasen)

Reagenz Menge
AD 1 ml
PhosSTOP 1 Tablette
Complete 1 Tablette

Tabelle 6: Zusammensetzung des Inhibitor-Cocktails

NP-40-Lysepuffer

Reagenz Menge Konzentration
NP-40-Puffer 9ml

Inhibitor-Cocktail 1 ml

0,1 M Pefabloc® SC 100 pl 1mM

1 M DTT (Dithiothreitol) 10 pl 1 mM

Tabelle 7: Zusammensetzung des NP-40-Lysepuffers
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Polyacrylamid-Gel herstellen und gieRen

Das Trenngel wurde wie in Tabelle 8 aufgelistet hergestellt und in einen
Gelgie3stand bis zu einer Hohe von etwa 5 cm gegossen. Um eine gerade
Oberflache des Trenngels zu bekommen, wurde dieses sofort mit Isopropanol
uberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels (etwa 1 Stunde) wurde das

Isopropanol verworfen und der Gelgie3stand dreimal mit AD gespuilt.

Menge fir ein

UL 12,5%iges Gel
AD 3,28 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 2,5ml

30 % Acrylamid 4,06 mi

10 % SDS (Natriumdodecylsulfat) 100 pl
APS (Ammoniumpersulfat) 100 pl
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 7,5 ul

Tabelle 8: Bestandteile des Trenngels

Als Nachstes wurde das Sammelgel wie in Tabelle 9 beschrieben zusammengestellt
und 25 pl Bromphenolblau zur besseren Sichtbarkeit der Geltaschen zugefugt. Das
Sammelgel wurde auf das Trenngel pipettiert und ein 15er-Kamm wurde sofort in
das noch nicht ausgehartete Gel gedrickt, wodurch Taschen im Gel entstanden, in
die spater die Proteine geladen wurden. Nachdem das Sammelgel auspolymerisiert
war, wurde der GelgieRstand abgebaut. Die fertigen Gele wurden in nassen
Papiertichern und Plastikfolie fur 1 Tag im Kuhlschrank gelagert.
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Sammelgel Menge fiir ein Gel

AD 3,1 mi
1,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
30 % Acrylamid 0,5 ml
10 % SDS 50 pl
APS 25 pl
TEMED 7,5 yl

Tabelle 9: Bestandteile des Sammelgels

Gelelektrophorese

Es wurden 2 ausgehartete Polyacrylamidgele in die Elektrophoresekammer
eingespannt. Die Kammer und die Wanne wurden mit 1x SDS-Laufpuffer (50 ml
Rotiphorese® 10x SDS-PAGE + 450 ml AD) beflllt. Danach wurden die Kdmme
aus den Gelen gezogen und die 15 entstandenen Taschen ebenfalls mit SDS-

Laufpuffer gespult.

Die vorbereiteten Proteinproben wurden fur 10 Minuten auf 95 °C erhitzt und kurz
zentrifugiert. In die Taschen der beiden Gele wurden jeweils 30 ug Protein der
22 Proben beziehungsweise zweimal Standard geladen. Als Standard wurde
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein Standard verwendet.
Danach wurde die Elektrophoresekammer zusammengebaut und zunachst eine
Spannung von 80 V eingestellt. Nach 40 Minuten war eine gerade Front im
Sammelgel entstanden und die Spannung wurde auf 120 V erhdht. Nach weiteren
90 Minuten wurde das System abgeschaltet und der Puffer aus der Kammer

entleert.
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Blotten (Proteintransfer)

Die Aktivierung der PVDF-Membranen erfolgte durch Einlegen in Methanol fur
20 Sekunden. Danach wurden sie mit destillietem Wasser gewaschen und in
Towbin-Puffer (siehe Tabelle 10 ), ebenso wie die Filterpapiere, equilibriert. Als
Nachstes wurde die Semi-Dry Blottingkammer vorbereitet: Es wurden pro Gel eine
Membran auf ein Filterpapier gelegt und etwas Towbin-Puffer auf die PVDF-
Membranen pipettieren. Die Gele wurden aus der Elektrophoresekammer
genommen und das Sammelgel entfernt. Das Ubrige Gel (Trenngel) wurde mit
etwas Towbin-Puffer auf die jeweilige Membran gelegt, dabei wurde darauf
geachtet, dass sich keine Luftblasen zwischen Membran und Gel befinden. Auf die
Gele wurde jeweils ein weiteres Filterpapier gelegt und mit einer Rolle die
Uberschussige Flussigkeit ausgestrichen. Die Blottingkammer wurde geschlossen

und auf eine Stromstarke von 160 mA fir 90 Minuten eingestellt (80 mA/Gel).

Towbin-Puffer (Transferpuffer)

Reagenz Menge
10x Tris/Glycine Buffer 50 ml
Methanol (20 %) 100 ml
AD 350 ml

Tabelle 10: Zusammensetzung des Towbin-Puffers

60



Uberpriifung des Proteintransfers

Nachdem der Proteintransfer abgeschlossen war, wurde die Blottingkammer
auseinandergebaut. Die Proteingrofden vom Standard wurden mit Kugelschreiber
markiert. Danach wurden die PVDF-Membranen in Schalen mit Ponceau S gefarbt
und anschlieRend mit AD gespult sowie dreimal mit Tris Buffered Saline (TBS)-
Tween (siehe Tabelle 11 und Tabelle 12) gewaschen bis keine Rotfarbung mehr zu
sehen war. Zuletzt wurden die Membranen zum Blocken der freien
Proteinbindungsstellen fur 1 Stunde in 5%ige Milchlésung (in TBS-Tween geldstes
entfettetes Trockenmilchpulver) gelegt und bei Raumtemperatur auf den Schiuttler

gestellt. Danach wurden die PVDF-Membranen dreimal 5 Minuten mit TBS-Tween

gewaschen.
10x TBS-Stock
Reagenz Menge
TRIS 48,4 g
NaCl 160 g

Mit 37%iger HCI und

AD auf pH von 7,6 einstellen Ca. 2|

Tabelle 11: TBS-Stock

TBS-Tween (Waschpuffer)

Reagenz Menge
10x TBS 100 ml
Tween 20 1 ml

AD 900 ml

Tabelle 12: Zusammensetzung des TBS-Tween
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Antikorperdetektion

Anschlieend wurden die Membranen mit StartingBlock™ Blocking-Puffer fir
60 Minuten inkubiert. Danach wurden die PVDF-Membranen mit den primaren
Antikorpern [rbaABCG2 1:10.000, msaFECH 1:200 und rbaGAPDH 1:2000] in
StartingBlock™ inkubiert und ber Nacht bei 4 °C geschittelt. Am nachsten Tag
wurden die Membranen zweimal 15 Minuten mit TBS-Tween und dreimal 5 Minuten
mit TBS gewaschen. AnschlieRend folgte die Inkubation mit dem sekundaren
Antikoérper, der mit HRP (Abk. engl. fur horseradish peroxidase) konjugiert war. Die
Detektion des HRP-gebundenen Antikérpers wurde mit Super Signal West Pico
Chemolumineszenz-Substrat durchgefihrt und mittels ChemiDoc™Touch
registriert. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) diente als
Ladekontrolle. Analysiert wurden die Proteinbanden mit der Image Lab 5.2

Software.
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24.2 PCR

RNA Isolierung

Die Isolierung der RNA aus dem Tumorgewebe erfolgte mit dem Maxwell® 16 LEV
simplyRNA Tissue Kit nach den Anweisungen des Herstellers. Die Kassetten fur die
Proben wurden in der vorgesehenen Halterung positioniert und die benotigten
Ldsungen wurden wie beschrieben hergestellt. Das gefrorene Gliomgewebe wurde
in Eppendorf-Reaktionsgefallen mit 200 ul der ,Homogenization Solution“ auf dem
Vortexmischer homogenisiert bis alle Stiicke aufgeldst waren. Dann wurde in jedes
Gefal 200 pl ,Lysis Buffer” hinzugefugt und erneut auf dem Vortexmischer gemixt.
Die jeweils 400 pl lysiertes Gewebe wurden in die vorbereiteten Kassetten Uberfuhrt.
Die verbliebenen Schritte der Herstelleranleitung wurden ausgefliihrt, die Kassetten
in das Gerat Maxwell® 16 gestellt und das geeignete Programm gestartet. Nach

Ablauf des Programms war die RNA in je 50 pl RNase-freiem Wasser eluiert.

Konzentration der RNA messen

Die Konzentrationen der isolierten RNA wurden in ng/pl mit dem Nano Drop 2000

Spectrophotometer durch Messung der Absorption bei 260 nm ermittelt.

Qualitat der RNA bestimmen

Die Qualitat der isolierten RNA wurde durch Gelelektrophorese ermittelt. Es wurden
je 300 yg RNA mit RNase-freiem Wasser und 2 pl des RNA-Ladepuffers (siehe
Tabelle 13) gemischt und fur 5 Minuten bei 65 °C im Thermomixer inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben auf Eis gekuhlt. Danach wurde die RNA auf das
equilibrierte 1,2%ige Formaldehyd-Agarose-Gel (siehe Tabelle 14) geladen und die
Elektrophorese bei 100 V fur 30 Minuten ausgefuhrt.
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Reagenz Menge

10x Formaldehyd-Agarose-Gel-Puffer

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) 200 mM
Natriumacetat 50 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 10 mM

Mit Natriumhydroxid (NaOH) auf pH von 7,0 einstellen

1x Formaldehyd-Agarose-Gel-Laufpuffer

10x Formaldehyd-Agarose-Gel-Puffer 100 ml
37 % (12,3 M) Formaldehyd 20 ml
RNase-freies Wasser 880 ml

5x RNA-Ladepuffer

Bromphenolblau Indikatorlésung 16 pl
500 mM EDTA (pH 8,0) 80 pl
37 % (12,3 M) Formaldehyd 720 pl
100 % Glycerin 2000 pl
Formamid 3084 pl
10x Formaldehyd-Agarose-Gel-Puffer 4000 pl

Tabelle 13: Zusammensetzung der Puffer fiir die RNA-Gelelektrophorese

1,2%iges Formaldehyd-Agarose Gel (100 ml)

Reagenz Menge
Agarose 1,29

10x Formaldehyd-Agarose-Gel-Puffer 10 ml

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltes Wasser 90 ml

37 % (12,3 M) Formaldehyd 1,8 ml
10 mg/ml GelRed 1l

Tabelle 14: Zusammensetzung des Formaldehyd-Agarose-Gels
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cDNA-Synthese

cDNA (Abk. engl. complementary DNA) wurde mittels LunaScript™ SuperMix Kit
(NEB) synthetisiert. Dafur wurden je Gefal® 300 ng mRNA (Abk. engl. messenger
RNA) mit 4 ul 5x LunaScript Reaktionspuffer vermischt und mit nukleasefreiem
Wasser auf 20 pl aufgeflllt. Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben wie folgt
durchgefuhrt: Primerhybridisierung (primer annealing) bei 25 °C fur 2 Minuten,
cDNA-Synthese bei 55 °C fur 10 Minuten und Hitze Inaktivierung 95°C 1 min.

Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Fir die qRT-PCR (Abk. engl. quantitative real-time polymerase chain reaction)
wurde die cDNA 1:50 mit RNase-freiem Wasser verdunnt. Pro Reaktion wurden
dann 5 ul cDNA, 0,5 pl reverse Primer, 0,5 pl forward Primer (Primer Konzentration
100 nM) und 4 pl SyberGreen gemischt. Die qRT-PCR fand in einem LightCycler480
in 3 Schritten (siehe Tabelle 15), die sich Uber 45 Zyklen wiederholten, statt.
Negativkontrollen (RT- und Wasser) wurden in jedem Experiment mitgefuhrt. Die
Schmelzkurvenanalyse wurde nach dem LC480-Protokoll durchgefuhrt.

Ablauf der gRT-PCR

Schritt Temperatur Zeit
Vorinkubation 95 °C 5 min.
1. Denaturierung 95 °C 30 sek.
2. Annealing 60 °C 30 sek.
3. Elongation 72 °C 30 sek.
Abkiihlen 5°C

Tabelle 15: Ablauf der qRT-PCR
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Quantifizierung der RNA

Die qRT-PCR wurde fur jede cDNA als Triplett durchgefuhrt. Die relative RNA-
Expression wurde mit der 2722¢r-Methode quantifiziert. Als Referenz- bzw.

Haushaltsgene fir den Mengenvergleich wurden S14, S15 und U6 verwendet,

gegen die die Ziel-Gene normiert wurden (ACt = Ct,Target - CT, Housekeeping). Die relative

Anderung (fold change) der Expression im Vergleich zu gesundem Hirngewebe

wurde durch die Berechnung des /og2(222Ct) ermittelt.

Primer

Die verwendeten Primer (siehe Tabelle 16) wurden bei Eurogentec bestellt und

synthetisiert.
Marker Basensequenz
ABCG2 fw: TGACCTGAAGGCATTTACTG

Ferrochelatase

S14
(40S ribosomale Proteinuntereinheit)

S18
(40S ribosomales Protein)

U6
(small nuclear Riboprotein)

Tabelle 16: Primer flir qRT-PCR

rev: GGTAGAAAGCCACTCTTCAG

fw: TCACCACAGAAACAGCCCAG
rev: TCGGCTTCCTGATGTTAGACTC

fw: GGTCATCAGCCTCGGACCTCA
rev: CAGCTCCTTGCACCTCTGGGC

fw: GATATGCTCATGTGGTGTTG
rev: AATCTTCTTCAGTCGCTCCA;

fw: CTCGCTTCGGCAGCACA
rev: AACGCTTCACGAATTTGCGT
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2.5 DATENAUSWERTUNG UND STATISTIK

Die gesammelten Daten wurden mit Microsoft Excel 2016 und IBM SPSS analysiert.
Zur grafischen Darstellung wurden Uberwiegend Balken- und Saulendiagramme
verwendet. Die Daten der qRT-PCR wurden additiv mit Boxplots visualisiert, da
diese einen raschen Uberblick Gber Minimum, 1. Quartil, Median, 3. Quartil und
Maximum und somit Uber die Verteilung der Daten ermdglichen. Zudem kdnnen
durch diese grafische Veranschaulichung Ausreil3er identifiziert werden. Der
Interquartilabstand (Lange der Box) stellt die mittleren 50 % der Daten dar. Die
Lange der Antennen errechnet sich aus dem Interquartilabstand multipliziert mit 1,5.
Liegen die kleinste und grofte Zahl unterhalb des errechneten Wertes, wird die
Antenne nur bis zu diesem Punkt gezeichnet. Werte, die sich aulerhalb der
Antenne befinden, werden Ausreil3er genannt. Milde Ausreil3er werden mit einem

Punkt und extreme Ausreil3er mit einem Stern markiert.

Die statistische Auswertung und Interpretation der qRT-PCR Daten erfolgte
gemeinsam mit dem Team des ZMF (Zentrum fur Medizinische Forschung) Graz.
Zur Analyse, ob zwischen den einzelnen Gruppen ein signifikanter Unterschied der
MmRNA-Expression besteht, wurde aufgrund der geringen Fallzahl und der
Datenverteilung ein Kruskal-Wallis-Test angewendet. Dieser Test ist ein nicht
parametrisches Verfahren flr unabhangige Stichproben. Das Signifikanzniveau
wurde fur diese Studie mit p<0,05 festgelegt. Um der Alpha-Kumulierung bei der
Subgruppentestung entgegenzuwirken wurde die Bonferroni-Korrektur gewahlt.
Das reduzierte Signifikanzniveau fir die Einzeltests der Gruppen wurde mit p<0,012

errechnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 STUDIENKOLLEKTIV

Insgesamt wurde Gliom-Gewebe von 19 Personen fur die Studie untersucht. Die
neuropathologische und molekulargenetische Diagnostik ergab 6
Oligodendrogliome WHO Grad ll, 4 diffuse Astrozytome WHO Grad II, 4
anaplastische Astrozytome WHO Grad Ill und 5 Glioblastome WHO Grad IV. Bei
den Teilnehmenden (n=19) handelte es sich um 36,8 % (n=7) Frauen und 63,2 %
(n=12) Manner. Einen detaillierten Uberblick tiber die Verteilung der Tumorentitaten,
Alter und Geschlecht der Studienpopulation gibt Tabelle 17.

Tumorentitat: ODG DA AA GBM
WHO Grad: ! ! 1] v
Anzahl 6 4 4 5
Prozent 31,6 % 211 % 211 % 26,3 %
Alter (Jahre)

Mittelwert 45,7 43,5 43,0 52,0
Median 44,0 47,0 40,0 55,0
Geschlecht

Weiblich 2 3 2 0
Mannlich 4 1 2 5

Tabelle 17: Studienkollektiv
ODG = Oligodendrogliom, DA = diffuses Astrozytom, AA = anaplastisches Astrozytom,
GBM = Glioblastoma multiforme.
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Die Oligodendrogliome und diffusen Astrozytome WHO Grad Il wurden der Gruppe
der niedriggradigen Gliome (n=10) zugeordnet. Die Gruppe der hochgradigen
Gliome (n=9) bestand aus 4 anaplastischen Astrozytomen WHO Grad Ill und
5 Glioblastomen WHO Grad IV.

Die Geschlechterverteilung war in der Gruppe der LGGs ausgeglichen, wahrend bei

den HGGs 7 Manner 2 Frauen gegenuberstanden (Abbildung 5).

Geschlechterverteilung

Anzahl
N

LGGs HGGs
m Weiblich Mannlich

Abbildung 5: Geschlechterverteilung in den Gruppen der LGGs und HGGs
LGGs = low-grade gliomas, HGGs = high-grade gliomas
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Das Alter der Personen mit LGGs lag zwischen 26 und 64 Jahren, der Durchschnitt

war 44,8 Jahre. Der jlingste Patient mit einem HGG war 31 Jahre und der alteste

71 Jahre alt, das Durchschnittsalter war in dieser Gruppe 48 Jahre. Die

Altersverteilung der beiden Studiengruppen ist in der nachfolgenden Grafik

(Abbildung 6) abgebildet.

Altersverteilung

mLGGs mHGGs
40%

30%

20%

10% I
I

20-29 30-39 40-49 50-59 60-69
Jahre

Abbildung 6: Altersverteilung in den Gruppen der LGGs und HGGs
LGGs = low-grade gliomas, HGGs = high-grade gliomas

70-79
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3.2 MOLEKULARGENETISCHE UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE

Das fur die Studie verwendete Tumorgewebe wurde vom Team der

Neuropathologie untersucht. Es wurden folgende molekulare Marker analysiert:
MGMT-Promotor-Methylierung, 1p/19g-Status und IDH1-Status. Tabelle 18 zeigt
geordnet nach WHO Grad die molekularen Veranderungen der unterschiedlichen

Tumorgruppen.
WHO Grad: ! [} v
Anzahl 10 4 5
MGMT-
methyliert
Ja 10 3 3
Nein 0 1 2
1p/19q-Status n. d n. d
Wildtyp 0
Kodeletion 6
IDH1-Status
Wildtyp 0 0 4
Mutation 10 4 1

Tabelle 18: Molekulargenetische Untersuchungsergebnisse

1p/19q-Status wurde nur bei oligodendroglialer Differenzierung untersucht, n. d. = nicht durchgefiihrt.
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3.3 INTRAOPERATIVE FLUORESZENZ

Bei 70 % (n=7) der Patientinnen und Patienten mit einem LGG zeigte der Tumor
einen kontrastmittelaufnehmenden Anteil, weshalb sie praoperativ gliolan®
erhielten. Von den HGGs waren 66,7 % (n=6) kontrastmittelaufnehmend, 5 dieser
Personen bekamen praoperativ ebenfalls gliolan®. Ein weiterer Patient, bei dem
aufgrund einer hochgradig eingeschrankten Nierenfunktion keine MRT mit

Kontrastmittel moglich war, wurde vor der Operation auch mit gliolan® behandelt.

Von den LGGs waren 57,1 % (n=4) intraoperativ Fluoreszenz-positiv, darunter
3 Oligodendrogliome und 1 diffuses Astrozytom, wahrend es bei den HGGs 100 %
(n=6) waren. Tabelle 19 stellt den Anteil der Tumoren mit Kontrastmittelaufnahme

und intraoperativ positiver Fluoreszenz geordnet nach WHO Grad dar.

WHO Grad: ! [} v
Anzahl 10 4 5
Kontrastmittelaufnahme *

Ja, Anzahl (%) 7 (70) 1(25) 5 (100)
Nein, Anzahl (%) 3 (30) 2 (50) 0 (0)

Intraoperative Fluoreszenz

Positiv, Anzahl (%) 4 (57) 1 (100) 5 (100)

Negativ, Anzahl (%) 3 (43) 0 (0) 0 (0)

Tabelle 19: Kontrastmittelaufnahme und intraoperative Fluoreszenz bei Gliomen WHO Grade II-IV

* Die Kontrastmittelgabe war bei einem Patienten nicht méglich.
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3.4 IN VITRO FLUORESZENZ DER ZELLLINIE

Fir die Etablierung der in vitro Experimente wurden U-87 MG-Zellen mit 1 bzw.
2mM 5-ALA fur 2 Stunden und zusatzlich mit Hoechst 33342 inkubiert. Die
Fluoreszenz wurde 2 Stunden nach der Inkubation mit starker Intensitat detektiert,
nach 24 Stunden war jedoch keine Fluoreszenz mehr zu erkennen (siehe Abbildung
7 und Abbildung 8).

Abbildung 7: In vitro Fluoreszenz der U-87 MG-Zellen nach 2 Stunden
Nach 2 Stunden Inkubation mit 1 mM 5-ALA und Hoechst (1 ug/ml) wurde starke Fluoreszenz mit

dem CLSM aufgenommen. A: Protoporphyrin IX Fluoreszenz, B: Durchlicht, C: Hoechst

Fluoreszenz, D: Zusammengefiihrtes Bild aus A-C.
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Abbildung 8: In vitro Fluoreszenz der U-87 MG-Zellen nach 24 Stunden
24 Stunden nach Exposition mit 1 mM 5-ALA und Hoechst (1 ug/ml) konnte keine Fluoreszenz

mehr mit dem Konfokalmikroskop detektiert werden. A: Protoporphyrin IX Fluoreszenz,

B: Durchlicht, C: Hoechst Fluoreszenz, D: Zusammengefiihrtes Bild aus A-C.
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3.5 IN VITRO FLUORESZENZ DER TUMORPROBEN

Insgesamt wurden 17 Tumorproben in vitro 2 Stunden mit 5-ALA inkubiert, darunter
6 Oligodendrogliome WHO Grad IlI, 4 diffuse Astrozytome WHO Grad I,
4 anaplastische Astrozytome WHO Grad Ill und 3 Glioblastome WHO Grad IV. Die
in vitro Fluoreszenz eines Glioblastoms ist in Abbildung 9 zu sehen.

2 Proben, 1 diffuses und 1 anaplastisches Astrozytom, wurden nicht in die
Auswertungen miteinbezogen, da das Tumorgewebe bis zur Farbung langer als
2 Wochen kultiviert worden war und die Ergebnisse dadurch verfalscht werden
hatten konnen (mdogliche zeitabhangige pheno-/genotypische Veranderungen).

3.5.1 Fluoreszenz 2 Stunden nach 5-ALA-Exposition

Von den Oligodendrogliomen zeigten 83 % (n=5) negative und 17 % (n=1)
schwache Fluoreszenz 2 Stunden nach der Inkubation mit 5-ALA. Unter den
diffusen Astrozytomen waren je 33 % negativ, mittel und stark fluoreszierend. Bei
den hochgradigen Gliomen prasentierte sich die eine Halfte (n=3) nach 2 Stunden
mit starker Fluoreszenz, wahrend die anderen 50 % (n=3) nicht fluoreszierten. Die
Intensitat der in vitro Fluoreszenz der einzelnen Tumorgruppen 2 Stunden nach

Exposition mit 5-ALA ist in Tabelle 20 zu sehen.

Tumorentitat OoDG DA AA GBM
WHO Grad 1l 1l 1] v
Anzahl 6 3 3 3

Fluoreszenz nach 2 h | Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)

negativ 5 (83) 1(33) 2 (67) 1(33)
schwach 1(17) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
mittel 0 (0) 1(33) 0 (0) 0 (0)
stark 0 (0) 1(33) 1(33) 2 (67)

Tabelle 20: In vitro Fluoreszenz 2 Stunden nach 5-ALA-Exposition
ODG = Oligodendrogliom, DA = diffuses Astrozytom, AA = anaplastisches Astrozytom,
GBM = Glioblastoma multiforme.
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3.5.2 Fluoreszenz 24 Stunden nach 5-ALA-Exposition

24 Stunden nach 5-ALA-Exposition war in 83 % (n=5) der Oligodendrogliome und
in je 67 % der diffusen Astrozytome (n=2) und der hochgradigen Gliome (n=4)
Fluoreszenz mittlerer Intensitat detektierbar. Starke Fluoreszenz zeigte sich jeweils
bei 1 Oligodendrogliom, 1 diffusen Astrozytom wund 1 Glioblastom. Die
nachstehende Tabelle 21 listet die Fluoreszenzintensitat der verschiedenen
Tumorentitaten 24 Stunden nach der Inkubation mit 5-ALA auf.

Tumorentitat ODG DA AA GBM
WHO Grad 1l 1l 1] v
Anzahl 6 3 3 3

Fluoreszenz nach 24 h | Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)

negativ 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
schwach 0 (0) 0 (0) 1(33) 0 (0)
mittel 5 (83) 2 (67) 2 (67) 2 (67)
stark 1(17) 1(33) 0 (0) 1(33)

Tabelle 21: In vitro Fluoreszenz 24 Stunden nach 5-ALA-Exposition
ODG = Oligodendrogliom, DA = diffuses Astrozytom, AA = anaplastisches Astrozytom,
GBM = Glioblastoma multiforme.
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Abbildung 9: In vitro Fluoreszenz von GBM5
In vitro Fluoreszenz eines Glioblastoms (GBM5) WHO Grad VI 2, 6 und 24 Stunden nach

zweistiindiger Inkubation mit 2 mM 5-ALA. Deutlich zu erkennen ist ein schwarzes Areal im

Tumorstiick: Dabei handelte es sich um eine Ansammlung von Blut (mit Durchlichtmikroskopie
verifiziert). Nach 2 und 6 Stunden erschien der Tumor stark fluoreszierend, wéhrend die
Fluoreszenzintensitét nach 24 Stunden abgenommen hatte. Das IDH-Wildtyp Glioblastom war im

MRT kontrastmittelaufnehmend und auch intraoperativ deutlich Fluoreszenz-positiv.
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3.6 KORRELATION ZWISCHEN KONTRASTMITTELAUFNAHME UND
FLUORESZENZ BEI NIEDRIGGRADIGEN GLIOMEN

Die kontrastmittelaufnehmenden LGGs (n=7) wurden praoperativ mit gliolan®
behandelt. Diese Tumorproben wurden in vivo flir 2 Stunden mit 5-ALA inkubiert.
Die Fluoreszenzdetektion erfolgte nach Ablauf der Inkubationszeit (nach 2 Stunden)
und nach 24 Stunden mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop.

3.6.1 Intraoperativ Fluoreszenz-positive LGGs

Intraoperativ prasentierten sich 3 Oligodendrogliome und 1 diffuses Astrozytom
Fluoreszenz-positiv. Von diesen LGGs (n=4) zeigten in vitro 50 % (n=2)
negative/keine, 25 % (n=1) schwache und 25 % (n=1) mittelgradige Fluoreszenz 2 h
nach 5-ALA-Exposition. 24 Stunden nach der Inkubation mit 5-ALA war bei der
einen Halfte der LGGs (n=2) in vitro mittelgradige und bei der anderen Halfte (n=2)
starke Fluoreszenz zu beobachten (siehe Abbildung 10). Abbildung 11 und
Abbildung 12 zeigen in vitro Fluoreszenz bei zwei LGGs mit Kontrastmittelaufnahme

und intraoperativ sichtbarer Fluoreszenz.

in vitro Fluoreszenz 2 h nach Inkubation mit 5-ALA

0% 25% 50% 75% 100%

negativ mschwach mmittel mstark

Abbildung 10: In vitro Fluoreszenz der intraoperativ Fluoreszenz-positiven LGGs
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Abbildung 11: In vitro Fluoreszenz von ODG2

In vitro Fluoreszenz eines Oligodendroglioms (ODG2) WHO Grad Il 2 und 24 Stunden nach
zweistindiger Inkubation mit 2 mM 5-ALA.Gut erkennbar sind die stark fluoreszierenden,
verkalkten Anteile des Tumors. Der Tumor zeigte eine flaue Kontrastmittelaufnahme im MRT und

war intraoperativ Fluoreszenz-positiv.

Abbildung 12: In vitro Fluoreszenz von DA4

In vitro Fluoreszenz eines diffusen Astrozytoms (DA4) WHO Grad Il 2 und 24 Stunden nach
zweistiindiger Inkubation mit 2 mM 5-ALA. Die Fluoreszenz hatte nach 24 Stunden eine starke
Intensitét. Das niedriggradige Gliom war flau kontrastmittelaufnehmend im MRT und zeigte

intraoperativ sichtbare Fluoreszenz.
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3.6.2 Intraoperativ Fluoreszenz-negative LGGs

Intraoperativ. war bei 3 niedriggradigen Gliomen mit Kontrastmittelaufnahme,
darunter 2 Oligodendrogliome und 1 diffuses Astrozytom, keine Fluoreszenz
sichtbar. 2 Stunden nach Exposition mit 5-ALA war bei zwei Drittel der LGGs in vitro
keine und bei einem Drittel starke Fluoreszenz sichtbar. Nach 24 Stunden war in
allen niedriggradigen Gliomen dieser Gruppe (n=3) mittelgradige Fluoreszenz
detektierbar (siehe Abbildung 13). In Abbildung 14 ist die in vitro Fluoreszenz eines
Oligodendroglioms mit Kontrastmittelaufnahme, das wahrend der Operation

Fluoreszenz-negativ war, abgebildet.

in vitro Fluoreszenz 24 h nach Inkubation mit 5-ALA

2h

0% 33% 67% 100%

negativ. mschwach mmittel mstark

Abbildung 13: In vitro Fluoreszenz der intraoperativ Fluoreszenz-negativen LGGs
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Abbildung 14: In vitro Fluoreszenz von ODG5
In vitro Fluoreszenz eines Oligodendroglioms (ODG5) WHO Grad Il 2, 6, 12 und 24 Stunden nach

zweistindiger Inkubation mit 2 mM 5-ALA. Die Fluoreszenz erreichte nach 12 Stunden ein

Maximum und zeigte nach 24 Stunden einen Abfall. Das niedriggradige Gliom présentierte sich

im MRT mit minimaler Kontrastmittelaufnahme, intraoperativ war keine Fluoreszenz sichtbar.
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3.6.3 Nicht kontrastmittelaufnehmende Tumoren und in vitro

Fluoreszenz

Von den 5 Tumoren ohne Kontrastmittelaufnahme wurden 3, darunter
1 Oligodendrogliom, 1 diffuses Astrozytom und 1 anaplastisches Astrozytom, in
vitro mit 5-ALA inkubiert. Die niedriggradigen Gliome zeigten 2 Stunden nach der
Inkubation keine Fluoreszenz, das anaplastische Astrozytom WHO Grad Il
fluoreszierte jedoch stark (siehe Abbildung 17). Nach 24 Stunden liel3 sich bei den
LGGs eine mittelgradige Fluoreszenz beobachten (siehe Abbildung 15 und
Abbildung 16), wahrend die Fluoreszenzintensitat des hochgradigen Astrozytoms

bereits abgenommen hatte.

Abbildung 15: In vitro Fluoreszenz von ODG1
In vitro Fluoreszenz eines Oligodendroglioms (ODG1) WHO Grad Il 2 und 24 Stunden nach

zweistiindiger Inkubation mit 2 mM 5-ALA. Die Fluoreszenz war nach 24 Stunden im Vergleich

zu 2 Stunden deutlich angestiegen. Der Tumor wies keine Kontrastmittelaufnahme im MRT auf.
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Abbildung 16: In vitro Fluoreszenz von DA2

In vitro Fluoreszenz eines diffusen Astrozytoms (DA2) WHO Grad Il 2 und 24 Stunden nach
zweistiindiger  Inkubation mit 2mM 5-ALA. Das niedriggradige = Gliom ohne
Kontrastmittelaufnahme erschien im Mikroskop (CLSM) zuerst Fluoreszenz-negativ und nach

24 Stunden Fluoreszenz-positiv mit mittelgradiger Intensitat.

Abbildung 17: In vitro Fluoreszenz von AA3

In vitro Fluoreszenz eines anaplastische Astrozytoms WHO Grad Ill 2 und 24 Stunden nach
zweistiindiger Inkubation mit 2 mM 5-ALA. Der Tumor ohne Kontrastmittelaufnahme zeigte nach

2 Stunden starke und nach 24 Stunden schwache Fluoreszenz.
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3.7 ABCG2- UND FECH-PROTEINEXPRESSIONSLEVEL

Western Blots wurden zum Nachweis der Proteinexpressionslevel des Transporters
und des Enzyms gemacht. ABCG2 und FECH wurden bei den erwarteten
Molekulargewichten von 72 bzw. 42 kDa detektiert. Als Ladekontrolle wurde
GAPDH mit einem Molekulargewicht von 37 kDa verwendet. Abbildung 18 zeigt die
untersuchten Proteinbanden im frontalen Cortex, im Gliomgewebe und in den
Zelllinien. Die Blots wurden pro Antikorper lediglich einmal durchgeftihrt, folglich

waren die Ergebnisse nicht reprasentativ fur eine Auswertung.

ABCG2 "= == -

FECH ™ ® ® 5 s ™ s o o - o~ T W™ " OKDa

GAPDH 4 o o5 e v % e 80 0 0 . e oo e e 37 D)g

Abbildung 18: Nachweis der Proteinexpression von ABCG2 und FECH mit Western Blot

Der Western Blot zeigt die Proteinexpression von ABCG2 und FECH im frontalen Cortex, im
Gliomgewebe und in den Zelllinien U-87 MG und U-251. GAPDH wurde als Ladekontrolle genutzt.
Cx = Cortex (Kontrolle), ODG = Oligodendrogliom, DA = diffuses Astrozytom, AA = anaplastisches
Astrozytom, GBM = Glioblastoma multiforme
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3.8 MRNA-EXPRESSIONSLEVEL (QRT-PCR)

Fir die Bestimmung der mRNA-Expressionslevel von ABCG2 und FECH wurde
eine qRT-PCR durchgeflhrt. Als Haushaltsgene dienten S14, S18 und U6 flur die
Normalisierung. Zur grafischen Darstellung der verminderten/vermehrten
Genexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe wurden pro Tumorgruppe die
Mittelwerte der relativen Anderung der mRNA-Expression (mean fold change) durch
die Berechnung des log2(222¢t) ermittelt. Als Vergleichsgruppe wurde frontaler

Cortex von Obduktionen verwendet.

3.8.1 ABCG2 mRNA-Expression in Gliomen

Die Expression des ABCG2-Transporters war in den einzelnen Tumorgruppen
unterschiedlich. Die Gruppe der Oligodendrogliome zeigte eine uber 2-fach erhdhte
MRNA-Expression des Transporters, wahrend diffuse und anaplastische
Astrozytome lediglich eine geringe Vermehrung aufwiesen. Die Analyse der
Glioblastome ergab eine Reduktion der ABCG2-Expression um nahezu die Halfte

verglichen mit der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 19).

ABCG2 mRNA-Expressionslevel
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Abbildung 19: mRNA-Expressionslevel des ABCG2-Transporters
° = WHO Grad, Cortex = Kontrollgruppe, ODG = Oligodendrogliome, DA = diffuse Astrozytome,
AA = anaplastische Astrozytome, GBM = Glioblastoma multiforme
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Korrelation ABCG2-Expression und Fluoreszenz

Zur grafischen Veranschaulichung, ob zwischen dem Auftreten von Fluoreszenz
und der ABCG2-Expression ein Zusammenhang besteht, wurde die relative mRNA-
Expression der in vitro Fluoreszenz-positiven und Fluoreszenz-negativen Gliome
verglichen. Als Messzeitpunkt fur die Fluoreszenz wurde 2 Stunden nach 5-ALA-
Exposition gewahlt, da nach 24 Stunden alle Gliome eine gewisse positive
Fluoreszenz aufwiesen. Als Vergleichsgruppe zur Berechnung der relativen
Anderung der mRNA-Expression von ABCG2 diente frontaler Cortex. Abbildung 20
zeigt, dass die ABCG2-Expression der Fluoreszenz-positiven Tumoren verglichen

mit den Fluoreszenz-negativen geringer war.

in vitro Fluoreszenz und ABCG2-Expression

2,5

1,5

mean fold change
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Cortex LGGs HGGs

negativ mpositiv

Abbildung 20: In vitro Fluoreszenz und ABCG2-Expression in Gliomen

In vitro Fluoreszenz der LGGs und HGGs 2 Stunden nach Inkubation mit 5-ALA: Die ABCG2-
Expression der Fluoreszenz-positiven Tumoren war gegentiiber den Fluoreszenz-negativen Gliomen
erniedrigt. LGGs = low-grade gliomas: negative LGGs n=6, positive LGGs n=1; HGGs = high-grade
gliomas: negative HGGs n=3, positive HGGs n=2; Cortex = Kontrollgruppe.

86



3.8.2 FECH mRNA-Expression in Gliomen

In allen Tumorgruppen lie® sich verglichen mit der Kontrollgruppe (Cortex) eine
reduzierte mMRNA-Expression der Ferrochelatase nachweisen (siehe Abbildung 21).
Die starkste Verminderung der FECH-Expression konnte bei den Glioblastomen
festgestellt werden, sie betrug beinahe 2/3. Daneben war das FECH-
Expressionslevel bei den diffusen Astrozytomen um etwas mehr als die Halfte

erniedrigt.
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Abbildung 21: mRNA-Expressionslevel der Ferrochelatase
° = WHO Grad, Cortex = Kontrollgruppe, ODG = Oligodendrogliome, DA = diffuse Astrozytome,
AA = anaplastische Astrozytome, GBM = Glioblastoma multiforme
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3.8.3 Statistische Auswertung der qRT-PCR Ergebnisse

Boxplots wurden eingesetzt, um die Verteilung der Messerwerte der qRT-PCR
grafisch zu veranschaulichen (siehe Abbildung 22 wund Abbildung 23).
Der Kruskal-Wallis-Test wurde gewahlt, um zu berechnen, ob zwischen den
einzelnen Gruppen signifikante Unterschiede der mRNA-Expression vorliegen. Der
Test ergab, dass signifikante Abweichungen der ABCG2-Expression in den
verschiedenen Tumorgruppen vorhanden sind (p=0,030). Nach Anwendung der
Bonferroni-Korrektur stellte sich heraus, dass die Glioblastom-Gruppe verglichen
mit den Oligodendrogliomen signifikant weniger mRNA von ABCG2 exprimierte
(p<0,012). Bei den Glioblastomen wurde daruber hinaus eine erhebliche
Verminderung der FECH-Expression festgestellt, diese war statistisch jedoch nicht
signifikant (p=0,071).

3,0 *

2,57

2,07

ABCG2
T

1,07

0, T T I
Control ODG DA AA GBM

Abbildung 22: Boxplot der mRNA-Expression von ABCG2

Die mRNA-Expression von ABCG2 war in Glioblastomen signifikant geringer verglichen mit den
Oligodendrogliomen (*p<0,012).

Control = Cortex (n=3), ODG = Oligodendrogliome (n=6), DA = diffuse Astrozytome (n=3),

AA = anaplastische Astrozytome (n=3), GBM = Glioblastoma multiforme (n=4)
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Abbildung 23: Boxplot der mRNA-Expression von FECH

Der * markiert extreme Ausrei3er in der Oligodendrogliom-Gruppe.
Control = Cortex (n=3), ODG = Oligodendrogliome (n=6), DA

AA = anaplastische Astrozytome (n=3), GBM = Glioblastoma multiforme (n=4)

diffuse Astrozytome (n=3),
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4 DISKUSSION

In der Therapie von Gliomen steht die chirurgische Resektion an erster Stelle. Da
diese hirneigenen Tumoren infiltrativ wachsen und keine Abgrenzung zu gesundem
Hirngewebe aufweisen, ist eine vollstandige Tumorentfernung herausfordernd. Als
intraoperatives Hilfsmittel hat sich die fluoreszenzgestitzte Resektion mit 5-ALA
(gliolan®) bei hochgradigen Gliomen (HGGs) etabliert [16]. Bei niedriggradigen
Gliomen (LGGs) erfolgt die Anwendung dieser Methode bisher nicht routinemalig,
da aufgrund unzureichender Evidenz keine Zulassung fur diese Indikation
vorhanden ist [60,61]. In 10 bis 20 % der LGGs konnte intraoperativ eine sichtbare
Fluoreszenz beobachtet werden, wahrend jedoch die Mehrheit dieser Tumoren
makroskopisch keine brauchbare PplX-Fluoreszenz aufweist [51,61,62]. Als
mogliche Ursachen fur die fehlende Fluoreszenz kommen unter anderem eine fur
5-ALA unzureichend durchlassige Blut-Hirn-Schranke oder/und die ungestoérte
Aktivitat der an der Ham-Biosynthese beteiligten Enzymen und Transportern in

Frage.

Bisher gibt es unseres Wissens keine wissenschaftliche Arbeit, die die Fluoreszenz
von LGGs in vitro nach Inkubation mit 5-ALA zu unterschiedlichen Zeitpunkten
untersuchte. Folgende Fragen galt es mit der durchgefihrten Studie zu

beantworten:

1) Kommt es in vitro bei frei verfugbarem 5-ALA zu einer Akkumulation von PplX
in niedriggradigen Gliomen, die sich mit dem Konfokalmikroskop detektieren

lasst?

2) Ist die Expression der Ferrochelatase in niedriggradigen Gliomen im Vergleich

zu gesundem Hirngewebe vermindert?

3) Gibt es einen Unterschied der ABCG2-Expression in niedriggradigen Gliomen

im Vergleich zu gesundem Hirngewebe oder hochgradigen Gliomen?
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4.1 FLUORESZENZ IN NIEDRIGGRADIGEN GLIOMEN

Die Fluoreszenz in LGGs wurde intraoperativ und in vitro untersucht. In dieser
Studie zeigten 57 % (n=4) der LGGs mit kontrastmittelaufnehmendem Tumoranteil
intraoperativ Fluoreszenz-positive Areale, wahrend in der Vergleichsgruppe alle
HGGs mit Kontrastmittelaufnahme (n=6) intraoperativ sichtbare Fluoreszenz
aufwiesen. Gliome ohne Kontrastmittelaufnahme wurden nicht fluoreszenzgestitzt
operiert, daher Iasst sich keine Aussage Uber die intraoperative Fluoreszenz dieser
Tumoren treffen. In einer Studie von Jaber et al. waren 23 % der LGGs
kontrastmittelaufnehmend und 16 % davon intraoperativ fluoreszierend. Interessant
war auch, dass 13 % der WHO Grad Ill Tumoren keine Kontrastmittelaufnahme
aufwiesen und von diesen 70 % intraoperativ Fluoreszenz-positiv waren. Die
Autoren beschrieben fur ihre Studie einen starken Zusammenhang zwischen
Kontrastmittelaufnahme und Fluoreszenz mit 78 % Fluoreszenz-positivitat der
kontrastmittelaufnehmenden Tumoren. Diese Ergebnisse decken sich mit denen
von unserer Studie: In 77 % der Gliome mit Kontrastmittelaufnahme war
intraoperativ Fluoreszenz zu beobachten. Somit kann geschlussfolgert werden,
dass die Kontrastmittelaufnahme positiv mit dem Auftreten von intraoperativer

Fluoreszenz korreliert.

In den in vitro Experimenten war 2 Stunden nach der Inkubation mit 5-ALA in 56 %
der LGGs und in 50 % der HGGs Fluoreszenz detektierbar. 24 Stunden nach 5-ALA
Exposition war in allen in die Auswertung einbezogenen Gliomen (n=15) in vitro
Fluoreszenz zu sehen: 78 % bzw. 22 % der LGGs zeigten mittelgradige bzw. starke
Fluoreszenz, wahrend von den HGGs 17 % schwache, 66 % mittelgradige und 17 %
starke Fluoreszenz aufwiesen. Mit den Experimenten konnte veranschaulicht
werden, dass es in vitro bei frei verfugbarem 5-ALA zu einer Akkumulation von
Protoporphyrin IX in LGGs kommt und sich die auftretende Fluoreszenz nach einer
gewissen Zeit mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop detektieren lasst.
Folglich sind LGGs wie HGGs bei frei verfUgbarem Substrat in der Lage PplIX
anzuhaufen, jedoch ist die Dauer bis zum Auftreten der Fluoreszenz
unterschiedlich. Fur die Evaluierung, ob der Zeitfaktor auch fur die intraoperative
Fluoreszenz eine Rolle spielt und ob bei LGGs (ohne Kontrastmittelaufnahme) die

Blut-Hirn-Schranke flr 5-ALA durchlassig ist, sind weitere Studien nétig.
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4.2 FERROCHELATASE-EXPRESSION IN GLIOMEN

Die Mechanismen der PplX-Akkumulation in malignen Tumorzellen sind bisher nicht
ausreichend erforscht. Es wird postuliert, dass unter anderem eine verminderte
Expression des Enzyms Ferrochelatase in Gliomen zum Auftreten von Fluoreszenz
fuhrt [38]. Mittels gRT-PCR konnten wir eine verminderte FECH-Expression in allen
Tumorgruppen im Vergleich zu gesundem Hirngewebe (Cortex) nachweisen. In den
Glioblastomen war die mRNA-Expression der FECH am geringsten (um 2/3 weniger
Expression, als in der Kontrollgruppe). Die diffusen Astrozytome wiesen ein um
50 % erniedrigte FECH-Expression auf. Die Unterschiede der FECH-Expression in
den Subgruppen war vermutlich aufgrund der geringen Fallzahl (n=19) nicht
statistisch signifikant. Unsere Forschungsergebnisse stimmen jedoch mit denen von
Teng et al. Uberein. Demzufolge kann angenommen werden, dass die Expression
der Ferrochelatase durchaus eine Rolle bei der Akkumulation von PplX in Gliomen

spielt.
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4.3 ABCG2-EXPRESSION IN GLIOMEN

Als weiterer Faktor, der flr das Auftreten von Fluoreszenz in malignen Tumorzellen
verantwortlich sein konnte, wird der ABCG2-Transporter, der PplX aus den Zellen
ausschleust, diskutiert. Die Ergebnisse der qRT-PCR zeigen eine uber 2fach
erhohte mRNA-Expression des Transporters in den Oligodendrogliomen verglichen
mit der Kontrollgruppe, wahrend diffuse und anaplastische Astrozytome lediglich
eine geringe Vermehrung aufwiesen. Die Analyse der Glioblastome ergab eine
Reduktion der ABCG2-Expression um nahezu die Halfte. Der Unterschied der
MRNA-Expression des ABCG2-Transporters zwischen Oligodendrogliomen und
Glioblastomen war signifikant (p<0,012). Weiters war die ABCG2-Expression der
Fluoreszenz-positiven Tumoren verglichen mit den Fluoreszenz-negativen
erniedrigt. Ahnliches haben japanische Forscherinnen und Forscher in
Experimenten an gastrointestinalen Krebszelllinien herausgefunden: Eine niedrige
Expressionsrate von ABCG2 ging mit einer hoheren PplX-Fluoreszenzintensitat
einher [41]. Eine Studie von Ishikawa et al. zeigte, dass die mMRNA-Expression von
ABCG2 in malignen Hirntumorzellen mit starker Fluoreszenz geringer war, als die
ABCG2-Expression in Zellen mit schwacher Fluoreszenz [74]. Weiters konnte das
Team um Ishikawa in Versuchen mit der menschlichen Hirntumor-Zelllinie U-87 MG
demonstrieren, dass es durch den ABCG2-Inhibitor Gefitinib zu einer Steigerung
der PplX-Fluoreszenz kommt [43]. Diese und unsere Ergebnisse sprechen daher
fur eine Beteiligung des ABCG2-Transporters bei der Akkumulation von PplX in
Gliomen. In unseren Daten war aulRerdem eine vermehrte ABCG2-Expression in
Fluoreszenz-negativen Tumoren (2 Stunden nach 5-ALA-Exposition), vor allem
Oligodendrogliomen, zu erkennen. Als Folge der vermehrten Expression des
Transporters kommt es eventuell zu einer gesteigerten Ausfuhr von PplX aus der
Zelle, was erklaren wurde, dass nach 2 Stunden keine Fluoreszenz sichtbar war.
Jedoch war nach 24 Stunden Fluoreszenz detektierbar, was bedeuten konnte, dass
der Transporter die Uberproduktion an PplX nach einer gewissen Zeit nicht mehr
ausschleusen kann und es auch in Zellen mit einer vermehrten Expression von
ABCG2 zu einer Akkumulation von PpIX kommt. Diese Vermutungen lassen sich
jedoch mit unseren Experimenten nicht formell belegen und sind lediglich als

Spekulationen aufzufassen.

93



4.4 ZUSAMMENFASSUNG DER ERKENNTNISSE DIESER ARBEIT

1) In vitro kommt es sowohl bei niedriggradigen als auch hochgradigen Gliomen
bei frei verfugbarem 5-ALA zu einer intrazellularen Akkumulation von

Protoporphyirn IX mit detektierbarer Fluoreszenz.

2) In vitro Fluoreszenz wurde in Gliomgewebe verschiedener WHO Grade zu

unterschiedlichen Messzeitpunkten beobachtet (friher vs. spater).

3) Die Ferrochelatase-Expression war in allen Gliomen verglichen mit gesundem
Hirngewebe reduziert, wobei in Glioblastomen die niedrigsten Werte gemessen

wurden.

4) Die ABCG2-Expression in Glioblastomen war gegenuber den

Oligodendrogliomen signifikant vermindert (p<0,012).

5) Gliome, die bereits 2 Stunden nach 5-ALA-Exposition Fluoreszenz-positiv
waren, wiesen eine geringere ABCG2-Expression auf, als jene, die zu diesem

Zeitpunkt keine Fluoreszenz zeigten.

4.5 LIMITIERUNGEN DER ARBEIT

Die Aussagekraft der vorliegenden Arbeit ist durch die geringe Fallzahl limitiert, was
auch die statistische Auswertbarkeit einschrankte. Weiters herrschen bei in vitro
Experimenten nicht die gleichen Bedingungen wie in vivo, was bei Betrachtung der
Arbeit ebenfalls bertcksichtigt werden muss. Es kann jedoch davon ausgegangen

werden, dass sich Tumorzellen per se in vivo ahnlich verhalten.

Ein weiterer Punkt, der beachtet werden muss, ist, dass die fur die Experimente
verwendeten Tumorproben von den Operationen selbst nicht neuropathologisch
untersucht wurden, sondern andere Teile des Tumors fur die Diagnostik verwendet
wurden. Dadurch ist nicht eindeutig, ob fur die Experimente der Studie solide
Tumoranteile oder Gewebe der Infiltrationszone genutzt wurden (mdgliche

Heterogenitat innerhalb des Tumors).

94



4.6 AUSBLICK

Unsere Forschungsergebnisse demonstrieren, dass auch niedriggradige Gliome bei
frei verfugbarem Substrat in vitro zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Inkubation
mit 5-ALA eine PplX-Fluoreszenz aufweisen, die mit dem konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop detektiert werden kann. Die exakten Mechanismen, die zu
einer Akkumulation des Protoporphyrin IX in malignen Tumorzellen fuhren, sind

jedoch weiterhin nicht vollstandig geklart.

Durch die fluoreszenzgestutzte Operation konnte das Resektionsausmall bei
hochgradigen Gliomen gesteigert werden [16]. Wie bei den HGGs ist es auch bei
niedriggradigen Gliomen von enormer Bedeutung fur die Progressionsfreiheit und
das Uberleben der Erkrankten eine moglichst vollstindige Resektion des Tumors
zu erzielen [60]. Die Anwendung dieser Methode ware daher sicherlich auch fur
LGGs von Vorteil, sofern die Fluoreszenz auch intraoperativ sichtbar ist.

Was spricht fiir die Anwendung von 5-ALA bei niedriggradigen Gliomen?

Die Anwendung von 5-ALA bei nicht kontrastmittelaufnehmenden Tumoren kann
dabei helfen, eine prazisere Diagnose zu stellen und somit die am besten geeignete
Therapie auszuwahlen: Werden anaplastische Herde in LGGs Ubersehen und in der
Folge die Malignitat zu niedrig eingestuft, werden Erkrankte mdglicherweise nicht

ausreichend aggressiv therapiert.

Zur Detektion metabolisch aktiver Regionen kann die PET eingesetzt werden und
mit Hilfe der Neuronavigation konnen diese Bereiche des Tumors aufgesucht und
reseziert werden. Die Verlagerung von Hirnstrukturen wahrend der Operation kann
das Auffinden dieser Areale jedoch erschweren, was durch die fluoreszenzgestitzte

Resektion mit 5-ALA ausgeglichen werden kann [60].

Mit der Zeit kommt es bei allen LGGs zu einer malignen Entartung, weshalb es
bedeutend ist, fokale anaplastische Herde zu erkennen und frihzeitig operativ zu
entfernen., bevor es zu einer ausgedehnten Transformation der LGGs in HGGs
kommt. Die Operation kann, auch bei funktionsbedingten Teilresektionen, als
vorbeugende Malinahme dienen, um die Prognose der Patientinnen und Patienten

ZU verbessern.
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