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Abstract. �������� ��������� ������� ��R�� ���� � ����-�������� ��������� ������� ��R�� ���� � ����-
l���u�-b���� �������� ����� �� ��� ��l� �������� f�� ����-����� 
�l����� �HGG��. T�� ���p�u�� 5-�����l�vul���� ���� 
�5-ALA� u�������� � ���� ���� �f ��llul�� up��k�, p�����ul��ly 
in cancer cells. In addition, fluorescence‑guided resection with 
5-ALA �� ����ly u��� f�� ������� HGG�. 5-ALA �� ����� 
��lubl�, ���l� p����p��p�y��� �X �Pp�X� �� ����� ����lubl�. 
�� ��� �p��ul���� ������� ���v������ f��� 5-ALA �� Pp�X 
��y ��l���v�ly �������� �������llul�� ����� �������, ��� �����-
qu���ly, ����� ������� ��� T2 �����l ��������y �� HGG. T�� 
��� �f ��� p������ ��u�y ��� �� ������ ������� 5-ALA-���u��� 
Pp�X �������� ��� T2 �����l ��������y �� p������� ���� HGG�. 
A ����l �f 4 p������� ��� ���� ���������� f�� HGG �u�����l 
��������� ���� p���p����v�ly ���lyz�� ���� p���p�����v� 
�R�. P������� �����v�� ���l ����� �f 5-ALA �20 ��/k�� 3 � 
p���� �� ����������. A� 2.5 � p���-5-ALA ��������������, 
T2-�������� ������ �T2W��� ���� �b������ f��� �ll p�������. 
Subsequently, tumors were evaluated via fluorescence using 
a modified operating microscope. Fluorescent tumor tissues 
���� �b������ �� ���lyz� ��� ���u�ul����� �f 5-ALA-���u��� 
PpIX within the tumors, which was confirmed quantitatively 
by ����-p��f������� l�qu�� �����������p�y �HPLC� ���ly���. 
T�� �R� T2 �����l ��������y ������ ��� �u���� ��� �v�lu���� 
p���� �� ��� f�ll����� 5-ALA ��������������. T���� �l��bl��-
���� �ul��f����� �GB��� ��� 1 ���pl����� �l����������l���� 

�AO� ���� ���lu��� �� ��� ���ly���. ������p�����v�ly, �ll GB�� 
exhibited strong fluorescence of 5‑ALA‑induced PpIX, whilst 
no fluorescence was observed in the AO sample. HPLC anal-
y��� ��������� � ������ ���u�ul����� �f 5-ALA-���u��� Pp�X 
�� ��� GB� ���pl�� ���p���� ���� ��� AO ���pl�. �� ����l, 
48 regions of interest were identified within the tumors from 
T2-W��. �� ��� GB� ���up, ��� ��l���v� T2 �����l ��������y 
v�lu� ������ ��� �u���� f�ll����� 5-ALA �������������� ��� 
significantly increased compared with the T2 signal inten-
���y v�lu� p���� �� 5-ALA �������������� �1.537±0.021 ��� 
1.577±0.023, respectively; P=0.0055). No significant differ-
����� ���� �b���v�� �� ��� AO ���up. T���� ���ul�� �u����� 
���� ��� 5-ALA-���u��� Pp�X �������� ��� T2 �����l ��������y 
�� HGG. T����f���, 5-ALA ��y b� � p�������lly u��ful �R� 
�������� ������� f�� HGG.

Introduction

H���-����� �l����� �HGG��, �u�� �� �l��bl������ �ul��f���� 
�GB��, ��� ����ly ��������v� p�����y b���� �u���� ��� 
l���lly ��v���v� ���� �u���u����� �����l b���� ����u�� �1�. 
For the multimodal treatment of GBM, cytoreductive surgery 
�� ��������l �4�. T�� �x���� �f �u��� ��������� [�������� f��� 
78% ��� ���������� �� ����ly 100% �f ����l���u�-b���� 
��������-�������� �u��� v�lu�� �� �������� ��������� 
������� ��R��] ��p��v�� ��� �v���ll �u�v�v�l �f p������� ���� 
GB� �5�. Sub��qu���ly, p���-�p�����v� ��juv��� ����������py 
�� ��qu���� f�� �������� ��v���� �����u�l �u���� �� HGG� �6�. 
H���v��, ���p��� ��� �v��l�b�l��y �f �ul������l ��������� 
l�k� �u����y ��� ���������������py, ��� ���� �u�v�v�l �f 
p������� ���� GB� ������� �� ��ly 12-14 ������ �2,3�, ��� ��� 
���u������ ���� �f GB� �� ����ly 100% �1�. T����f���, ��v�l 
��������� �����p�� f�� HGG� ��� ��������y. C��v�������l �R�, 
���lu���� ��������-�������� T1-�������� ������� �CE-T1W��, 
�� ��� ��l� �������� �� �v�lu��� �u��� �x�������, p���-�p�����v� 
�����u�l �u���� ��� ��������� ���p����� �f��� �����-��������� 
f�� HGG� �7�. C������� ����������� �� �bl� �� ������fy v���l 
�u��� ����u� �u� �� ����l���u�-b���� �������� ����� �GBCA� 
l��k���. T��� �� � ���ul� �f ��� �b�����l p�����b�l��y �f 
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��� bl���-b���� b������ �BBB� ��u��� by �� �bu������ �f 
�y�fu�������l �u��� v����l� �� HGG� �8,9�. H���v��, � ����ly 
infiltrative HGG tumor burden is not consistently associated 
���� �b�����l BBB p�����b�l��y �10�. P��v��u� p����l�����l 
studies have revealed that glioma cells can infiltrate the brain 
p������y�� f�� b�y��� ��� ��������-�������� l������ �9,11�. 
T�u�, ���v�������l �����l�����l ��v����������� u���� GBCA 
��y �����f�����ly u������������ ��� �x���� �f HGG �u��� 
growth, particularly in cases of highly infiltrative HGGs (9�. �� 
��������, GBCA �������������� �� p������� ���� ����l �y�fu��-
���� �� l������ �� ����� �� �v��� ��� ��v�l�p���� �f ��p�������� 
systemic fibrosis (12�. N�v�l ��������� �R� �������� �������� 
have not yet been identified as alternatives to GBCA.

5-�����l�vul���� ���� �5-ALA� �� � ���u��l b���������l 
p���u���� �f ���� �13�. �� ������ ��ll�, 5-ALA �� ����b�-
l�z�� ���� p����p��p�y��� �X �Pp�X�, ����� fu������� �� � 
p�����������z��, f�ll����� �y������ �������������� �14-16�. 
Specifically, 5‑ALA induces a high accumulation of PpIX 
�� �l���� ��ll� �17). Therefore, fluorescence‑guided resec-
���� u���� 5-ALA �� HGG ��������� ��� b��� u��ful �� 
����������� �u��� b������, ��k��� �u��� ��������� ������ 
���p���� ���� ���v�������l ������u����y �18�. 5-ALA �� 
����� ��lubl�, ���l� Pp�X �� ����� ����lubl� �19�. �� ��� b��� 
�p��ul���� ���� ���v������ 5-ALA �� Pp�X ������ �l���� ��ll� 
��y �������� ��� �������llul�� f��� ����� �������, ��� �����-
qu���ly ���u�� �� ����������� �f ��� T2 �����l ��������y. 
T����f���, �� ��� p������ ��u�y, � p���p����v� ���������� �f ��� 
�ff��� �f 5-ALA-���u��� Pp�X �� �R� T2 �����l ��������y �� 
p������� ���� HGG� ��� p��f�����. �� ��������, ��� p�����y 
�f 5-ALA-���u��� Pp�X �� �� �������� �f �R� T2 �����l 
��������y f�� HGG� �� ����u����.

Materials and methods

Study design. A p���p����v� ���� ��u�y ������ ��� u���, ��� 
included eligible patients from September 2014 to February 
2015 ��� ��v� ������� ��f����� �������. All p������� u����-
���� �u�����l ��������� �� ��� D�p������� �f N�u���u����y, 
The Affiliated Hospital of the University of Occupational and 
E�v���������l H��l�� �K���kyu��u, J�p���. T�� ��u�y ��� 
�pp��v�� by ��� ������u�����l ��v��� b���� �f ��� U��v�����y 
�f O��up������l ��� E�v���������l H��l�� ��pp��v�l ��. 
H26-075�. T�� p�����y ���lu���� �������� ���� ����� �f 
�u�p����� HGG �� ���������� by p���p�����v� �R�, ���� 
pl����� �u�����l ���������, �� ����������������� f�� 5-ALA, 
��� ��f����� p������ �������. T�� �x�lu���� �������� ���lu��� 
���u����� HGG, p������ ��� �f <20 y���� �l� ��� ��������� 
������y f�� ����� b���� �u����.

Study protocol. All �R�� ���� p��f����� u���� � 3.0-T u��� 
�S���� Ex����; GE ������l Sy�����, ��l��uk��, W��������� 
���� � ��������� 8-������l p�����-����y ���l �GE ������l 
Sy������. All p������� u�������� b���� �R� ����� b��� p���� 
�� ��� f�ll����� 5-ALA ��������������.

P������� u�������� ��� ������u����'� �������� b���� �R� 
p������l f�� HGG, ���lu���� �� �x��l T2W�, � T1W� ��� � 
CE-T1W�. T�� f�ll����� ������� p��������� ���� u��� f�� 
axial T2WI: a TR/TE of 4,000/85; a flip angle of 90 ;̊ a band-
����� �f 62.5 kHz; � ������� ����k���� �f 3 ��; � �����x �f 
512x224; a field of view (FOV) of 18x18 cm; and an imaging 

time of 2 min 16 sec. For CE‑T1WI, the following imaging 
p��������� ���� u��� f�ll����� �������������� �f ��� �������� 
�������l. CE-T1W� ��p��-����� ��� ��qu���� ���� � ������� 
thickness of 3 mm; a FOV of 18 cm; a matrix of 224x224; an 
������� ���� �f 2 ��� 40 ���; ��� 2 ��qu���� �x���������. A 
�����-����������l f��� �p��l�� ��������-���� �3D f��� SPGR� 
��� ��qu���� ���� ��� p��������� �f 10/4.1/700/7 ��� 20 ��� 
[��p������� ���� ����/���� ���� ����/��v������ ����/������� 
time], a flip angle of 10 ,̊ a 24 cm FOV, a 512x256 matrix, 
��� 1.4 �� ����k �������� ���� � 2.5x2.5x8 �� ����lu����. 
T�� 3D f��� SPGR ���� ���� ��������u���� �� ��� �������l 
and coronal planes. For all patients, gadodiamide hydrate 
�O�������; D������ P�������u����l, T�ky�, J�p��� �� ����-
p�������� �����lu���� ������v���; B�y�� S�������-P�����, 
B��l��, G�����y� ��� ������������ �� � ���� �f 0.1 ���l/k� 
v�� �����v���u� b�lu� ��j������. C��v�������l �R� ����� ���� 
�b������ f��� �ll p������� �� � ��x��u� �f 8 ��y� p���� �� 
�u����y.

5-ALA ��� p��p���� by �����lv��� ��� ���p�u�� �� 50 �l 
�f ����� �20 ��/k��, ����� ��� ���������ly ������������ 
���lly �� ���� p������ 3 � p���� �� ���������� �� p��v��u�ly 
������b�� �18�. T2W�� ���� �b������ ~2.5 � p���-5-ALA 
��������������. Sub��qu���ly, p������� ���������ly u�������� 
�u����y, p��f����� by ��� �k�ll�� ��u���u������ �D�p������� 
�f N�u���u����y, U��v�����y �f O��up������l ��� E�v���������l 
H��l���. P������ ������������ �� ��� ��u����v������� �y���� ��� 
p��f����� u���� �u������� ������������ ���l� �B����L�b AG, 
Feldkirchen, Germany) based on pre‑operative CE‑T1WIs. To 
�v��� p����bl������� �f 5-ALA-���u��� Pp�X �u� �� �xp��u�� 
to the microscope's light, surgeons confirmed that the brain 
�u���� ������p����� �� CE l������ �� ��� ��u����v������� 
�y����, ��� ���������ly �v�lu���� ��� flu��������� �f ��� 
5‑ALA‑induced PpIX within the tumors. The 5‑ALA fluores-
����� ��� ������ �� ‘����’, ‘v��u�’, �� ‘������’ �� p��v��u�ly 
������b�� �20�. ‘S�����’ flu��������� ��� ����������z�� �� 
vivid red, while ‘vague’ fluorescence was defined as less vivid 
p��k. ������p�����v�ly, ���� p������ ��� �v�lu���� f�� ����� 
fluorescence status (none, vague or strong) by two independent 
observers. Fluorescent tumor specimens were obtained safely 
��� ���������ly ���p-f��z�� �� l�qu�� �������� ��� ������ �� 
‑80˚C for HPLC analysis. Simultaneously, tumor specimens 
���� �l�� �b������ f�� �����p����l��y. N� ��������������� ���� 
������������ �� ��y p������� p���� �� �b������� �u��� �p�������.

HPLC analyses for 5‑ALA‑induced PpIX in tumor specimens. 
A��u�ul����� �f 5-ALA-���u��� Pp�X �� HGG� ��� 
confirmed using HPLC analyses. Using a previously described 
HPLC ���ly��� ������ ���� p��p�y��� ����b�l���� �21�, �u��� 
�p������� �1 �� �� ��������� ���� ������� ���� 200 µl �f 
0.1 � N�OH ��� ��������z�� �� ��� ���� � P���������� 
�� �A���y S�lu�����, Su��yv�l�, TX, USA�. Tu��� �p������� 
��������� �f �� l���� 2 ���pl�� f��� ���� p������. Al�qu��� 
�10 µl� �f N�OH-������� ���pl�� ���� �����f����� �� � p������ 
������������� ����y �Qu��k S����™ B���f��� Dy� R������, 
B��-R�� L�b���������, ���., H���ul��, CA, USA�, ���l� ��� 
��������� 50 µl ��� �����u��� by ��� �������� �f N,N-������-
ylf��������: ���p��p���l �100:1, v/v� ��lu���� ����� �� 3X ��� 
sample volume (150 µl). Following overnight storage in the 
���k, ��� p��p���� ���pl�� ���� �ubj����� �� HPLC ���ly��� �� 
p��v��u�ly ������b�� �13,22) with the following modifications. 
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Briefly, the porphyrins were separated using the Prominence 
HPLC �y���� �S�����zu, Ky���, J�p���, ����� ��� �qu�pp�� 
���� � ��v�����-p���� C18 ��lu��, SG300, 5 µ�, 4.6x250 ��; 
�CAPCELL PAK, S�������, T�ky�, J�p��� ��� ���������� �� 
40˚C. The elution solvents were solvent A (1 M ammonium 
�������, ���lu���� 12.5% ����������l�, pH 5.2� ��� ��lv��� 
B �50 �� ������u� �������, ���lu���� 80% ����������l�, 
pH 5.2). The elution was first performed with solvent A for 
5 ��� ��� �ub��qu���ly ���� � l����� �������� �f ��lv��� B 
�0-100%� f�� 25 ���, f�ll���� by �� �lu���� ���� ��lv��� B f�� 
10 min. The elution flow was maintained at a constant rate by 
using a fluorospectrometer (excitation at 404 nm, detection at 
624 ���. T�� p��p�y��� �������������� �� ��� ���pl�� ���� 
��������� u���� ��l�b������ �u�v�� �b������ ���� �������� 
p��p�y����.

Image analysis. �� ��� �yp������z�� ���� 5-ALA-���u��� 
Pp�X ��ul� ���u�� ������� �� ��� T2 �����l ��������y �� 
HGG� �� 5-ALA �� ����� ��lubl�, ���l� Pp�X �� ����� 
����lubl� �19�. T����f���, �� �xp�������� ��u�������l����� ��� 
blinded to the clinical information (the intraoperative findings 
of the 5‑ALA‑induced PpIX fluorescence and pathological 
����������. T�� ��u�������l����� ��v����� ��� T2W� p��- ��� 
p���-5-ALA �������������� �� ���� p������. A�������� �� ��� 
CE lesion on the CE‑T1WI (which was defined as a tumor) 
�b������ p���� �� 5-ALA ��������������, �� �x��l �l��� ���� � 
maximum amount of tumor was defined as the standard slice. 
T���� �l����, ����� ���lu��� ��� �������� �l��� ��� ��j����� 
�l���� �b�v� ��� b�l�� ��� �������� �l���, ���� u��� f�� ��� 
�x��l T2W� �v�lu������. S���l�� �� p��v��u� ��u���� �23-25�, 
��� ������� �f �������� �RO�� f�� ��� �����l ��������y ���ly��� 
���� ����� ������ly �� ��� T2W�. B���fly, �ll ������, 
���lu���� ��� T2W� ��� ��� CE-T1W� p���� �� ��� f�ll����� 
5-ALA ��������������, ���� ���pl�y�� �� � ���������� ������� 
(Flexscan L365; Eizo Nanao Corporation, Ishikawa, Japan) 
���ul�����u�ly. All RO�� ���� �� ��b������ly ������, u��f��� 
���p� ��� ��z� ��ll�p����l, 50 ��2). The ROIs were identified 
������ �u���� �� ��� T2W�, ��� ������p����� �� ��� CE l����� 
�� ��� CE-T1W� �� 4 �p��� �� ���� �l���. T����f���, � ����l �f 
12 RO�� ���� �������� �� ���� p������ p��- ��� p���-5-ALA 
��������������. T�� RO� pl������� �v����� ����� �f ��������, 
hemorrhage, calcification, and engorged vessels, in accordance 
���� ����� ��qu����� �f �R� ��� ���pu��� �������p�y 
�CT� �23,25�. RO�� ���� �l�� pl���� ������ ��� �����l ����� 
������ �f ��� ������l�����l b���� ������ ���� ������l�����l 
����b�ll�� p��u��l� �� ��� ����b�ll�� �l�����. T� �v��� ���l��� 
p��bl��� �� ���� �R� ���� �����, �����l ��������y ������ 
���� ��l�ul���� f�� �ll ������ by u���� ��� f�ll����� f���ul�: 
S����l ��������y ����� = �����l ��������y �f �u��� / �����l �����-
���y �f �����l ����� ������ �23�.

Histopathology. A p����l����� f��� ��� U��v�����y �f 
O��up������l ��� E�v���������l H��l�� p��f����� ��� 
�ub��qu��� �����p����l��y. Tu��� �p������� f�� �����l�����l 
���������� ���� �b������ �u���� �u����y ��������� �� ��� 
������� ���ul�� �� ��� ��u����v������� �y���� ��� ��� 5-ALA 
flu���������, ��� ���� ���������ly f�x�� �� 10% ��u���l 
buff���� f����l�� f�� 24 � �� ���� ���p����u��. T���, �u��� 
specimens embedded in paraffin were cut systematically at 
4 µ� ����k���� u���� � �l����� ��������� �L���� S�2010R; 

L���� ������y�����, W��zl��, G�����y� f�� �������� ���� 
������xyl�� ��� �����, f�ll���� by ���u���������������y. 
All ���u��������������l ��������� ���� ������� �u� u���� 
D�k� E�v����� k�� �D�k�, Gl����up, D�����k� ��������� �� 
��� ���uf���u���'� p������l, ��� u���� ��� f�ll����� ������-
cially available antibodies: Anti‑glial fibrillary acidic protein 
���lu����, 1:500; #Z0344; D�k��, A���-Ol���2 ���lu����, 1:20; 
#18953; Immuno‑Biological Laboratories Co., Ltd., Fujioka, 
J�p���, ����-S100 ���lu����, 1:300; #Z0311; D�k��, ����-�DH1 
R132H ���lu����, 1:20; #D�A-H09; D����v� G�bH, H��bu��, 
G�����y�, ����-p53 ���lu����, 1:50; #�7001; D�k�� ��� 
����-K�-67 ���lu����, 1:150; #�7240; D�k��. T�� �l���� ���� 
���ub���� ���� ��� p�����y ����b����� f�� 30 ��� �� ���� 
���p����u��. HGG� ���� �l����f��� ��u��p����l�����lly 
according to the World Health Organization classification of 
�u���� �f ��� ������l ���v�u� �y���� �26�.

Statistical analysis. S���������l ���ly��� ���� p��f����� 
using StatView 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina). 
T2 �����l ��������y ��� ���p���� p���� �� ��� f�ll����� 
5-ALA �������������� u���� � p����� t-���� A��u�ul����� �f 
5-ALA-���u��� Pp�X ��� ���lyz�� ���� �� u�p����� t-����. 
T�� ���� ��� p�������� �� ��� ���� ± �������� �����. P<0.01 
was considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Patient characteristics. Su����y ��� p��f����� �� 9 p������� 
���� �u�p����� HGG�, ����� ���� ������f��� f��� p���p-
erative MRIs from September 2014 to February 2015. Of 
�����, 5 p������� ����u����� �����, �=4; ���l� ����, �=1� ���� 
�x�lu��� ��������� �� ��� �x�lu���� ��������. T����f���, 
4 p������� �3 ��l�, 1 f���l�; ���� ���, 60±18.1 y����� ���� 
���lu��� �� ���� ��u�y. P������ �������p���� ��� �u�����z�� 
�� T�bl� �. A ����l �f 3 p������� ���� p����l�����lly ��������� 
���� �l��bl������ �ul��f���� �GB�� ��� 1 ���� ���pl����� 
�l����������l���� �AO�. T�� �u���� ���� l������ �� ��� ����� 
f�����l l�b� �� 2 GB� �����, ��� ����� ����b�ll�� �����p���� 
�� 1 GB� ���� ��� ��� ����� ����ul��� �y�u� �� ��� AO ����. 
T�� CE-T1W� �x��b���� � �����������u� ��� �����ul��ly ����k 
������ �� p������� ���� GB�, ��� f���lly �������� ��������-
����y �� ��� p������ ���� AO. T�� ���� �u������ �f ��� �R� 
�x��������� �f��� ������l �R� �� �u����y ��� p���-5-ALA 
�������������� �R�� ��� 4 ��y�.

Intraoperative observations and 5‑ALA‑induced PpIX 
accumulation. T�� ������p�����v� f������� f�� ��� 5-ALA 
fluorescence were ‘strong’ in all 3 GBM cases and ‘none’ in 
��� AO ����. T�� qu��������v� HPLC ���ly��� ������������ 
���� ��� ���u�� �f 5-ALA-���u��� Pp�X �� �u���� �f 
‘������’/GB� ���up ��� 113.1±32.6 p��l/�� �f p������. T�� 
5-ALA-���u��� Pp�X ��� ��� �������� �� ��� �u��� �f ��� 
‘����’/AO ���up �<0.1 p��l/���. T�� f����� ���up ������ �� 
p���u�� ������ 5-ALA-���u��� Pp�X v�lu�� ���� ��� l�����, 
although no statistically significant differences were identified 
�P=0.2927�.

Evaluation of T2 signal intensity prior to and following 
5‑ALA administration. �� ����l, 48 ������-�u��� RO�� ���� 
�b������ f��� ��� T2W� p���� �� ��� f�ll����� 5-ALA 
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��������������. �� ��� ‘������’ ���up, ��� ��l���v� v�lu� �f ��� 
T2 �����l ��������y ������ ��� �u���� p���-5-ALA ����������-
tion was significantly higher than the signal intensity value 
p���� �� 5-ALA �������������� �1.537±0.021 ��� 1.577±0.023, 
���p����v�ly; P=0.0055�. By ��������, ��� v�lu� �f ��� T2 
�����l ��������y �� ��� ‘����’ ���up ��� ��� ��ff�� �����f�-
����ly b������ �u���� �b������ p���� �� �� f�ll����� 5-ALA 
�������������� �1.551±0.039 ��� 1.572±0.040 ���p����v�ly; 
P=0.1281� �T�bl� ���.

Representative cases. A 61-y���-�l� ���l��y ��l� p�������� 
���� l�f� ����p������ ��� ����b��l �������l �y�fu������ ����� 1�. 
�R� ��v��l�� �� �����ul��, �������� ���� ���� p����u����l 
b���� ����� �� ��� ����� f�����l l�b� �Fig. 1A ��� B�. T�� 
p������ u�������� �u����y 5 ��y� l����. T�� T2W� p���-5-ALA 
�������������� ��� p���� �� �u����y �x��b���� � �l����ly ������ 
�����l ������ ��� �u��� ���p���� ���� ��� T2W� p���� �� 
5-ALA �������������� �������l �R�� �Fig. 1C�. ������p�����v� 
findings demonstrated a ‘strong’ 5‑ALA fluorescence within the 
�u��� �Fig. 1D and E). Histopathological examination identified 
�yp����llul����y, ���k�� �u�l��� ��yp�� ��� p�������� v���ul�� 
p��l�f������� ���������� ���� GB� �Fig. 1F).

A 63-y���-�l� ����� p�������� ���� l�f� ����p������ ����� 2�. 
A� �R� ���� ��v��l�� � �����������u�ly �������� ���� �� ��� 
����� f�����l l�b� ���� p����u����l b���� ����� �Fig. 2A ��� 
B�. T�� p������ u�������� �u����y ��� f�ll����� ��y. P���� �� 
�u����y, ��� T2W� f�ll����� 5-ALA �������������� �x��b���� � 
�l����ly ��������� T2 �����l ������ ��� �u��� ���p���� ���� ��� 
T2W� p���� �� 5-ALA �������������� �Fig. 2C�. ������p�����v� 
findings demonstrated a ‘strong’ 5‑ALA fluorescence within 
��� �u��� �Fig. 2D ��� E�. H����p����l�����l �x��������� 
confirmed the diagnosis of GBM (Fig. 2F).

Discussion

T�� p������ ��u�y ������������ ���� 5-ALA-���u��� Pp�X 
�������� ��� T2 �����l ��������y �� HGG�. �� p�����ul��, GB� 
���� � ���� ���u�ul����� �f Pp�X ��� �� ��������� T2 �����l 
��������y ������ ��� �u���� ���p���� ���� AO, ����� ��� � l�� 
���u�ul����� �f Pp�X. T� ��� b��� �f �u� k���l����, ��� p������ 
study is the first to assess the effects of 5‑ALA‑induced PpIX 
�� �R� �����l���, �� p�����ul�� �� T2W� �� �l�����l HGG �����.

S�v���l ��u���� ��v� ������������ ���� p��-��������� 
CE-T1W� �u��� v�lu��, ���ly CE-T1W� �u��� v�lu�� 
�������, ��� ��������� ���p���� �������� ��� �����u�l CE-T1W� 
v�lu��� �� ��� ���ly f�ll�� up �R� ����� ��y ���v� �� p�����-
���� f�� b��� p���������� f��� �u�v�v�l ��� �v���ll �u�v�v�l 
�� HGG� �27-30�. B�v���zu��b �� � ��ll-k���� v���ul�� 
�������l��l ������ f����� ����b����, ����� fu������� �� � 
p����ful �������������� �� �������� ��� p�����b�l��y �f ��� 
BBB �� HGG� �31�. B�v���zu��b �� �bl� �� ���u�� �� ������lly 
���� ��������p��� ���p���� ����, ���� � p��f�u�� ���u����� �� 
GBCA ����������� �� �R� ����� �b������ �� ���� �� 24 � 
after the first bevacizumab dose in HGG cases (27�. H���v��, 
���� ��p�� �������� �� ��� ������ �f �������� ����������� ��y 
��� ��p������ ��� ��u� ������� �� ��� ��llul�� bu���� �� �u��� 
b��l��y �32�. T����f���, ������� ��u���� ��v� �����p��� �� 
p������ ��� b�v���zu��b ���p���� �� HGG� u���� �ub�������� 
maps of CE‑T1WI, or modified relative cerebral blood volume 
������� b���� �� GBCA �������������� �32,33�. ����b�l�� 
������� u���� p������� �������� �������p�y �PET� ����� 
���� �����l�b�l�� ������� ��y �v������ ������� �����v������� 
�f �R�, �� ��� up��k� �f �� ����� ���� ������ ���u�� p������ly 
����p������ly �f ��� �������l �u��� p��fu���� ��� BBB 
p�����b�l��y. T����f���, ���� ������qu� ��y ���� ���u����ly 
�������� ��� �u��� ��z� ��� �x������� �f ��� ����b�l���lly 
����v� �u��� �34-37�. H���v��, ��� �p����l ����lu���� �f PET 
������ �� �x�����ly l�� ���p���� ���� �R�. �� ��������, ��� 

T�bl� �. Cl�����l ��������������� �f ����-����� �l�����.

        Pp�X
      Du������ f��� ���u�ul�����
 Age,  Pathological  MRI findings initial MRI intraoperative
Case years Gender diagnosis Tumor location (CE‑T1WI) to surgery findings

1 61 � GB� R���� f�����l l�b� �����ul��, �������� ����k ������ 5 ��y� S�����
2 63 F GBM Right frontal lobe Wholly enhanced, heterogeneous 1 days  Strong
3 36 M AO Right cingulate gyrus Focally enhanced, heterogeneous 8 days None
4 80 � GB� R���� ����b�ll�� �����ul��, �������� ����k ������ 2 ��y� S�����
    �����p����

GB�, �l��bl������ �ul��f����; AO, ���pl����� �l����������l����; �R�, �������� ��������� �������; CE-T1W�, �������� �������� T1 
�������� �������; Pp�X, p����p��p�y��� �X.

T�bl� ��. C������ �� T2 �����l ��������y b�f��� ��� �f��� 5-ALA 
��������������.

 R�l���v� �����l 
 ��������y v�lu� �T2�
 ----------------------------------------------
PpIX fluorescence 5‑ALA Mean ± SE P‑value

S����� ��=36� P�� 1.537±0.021 0.0055
 P��� 1.577±0.023
N��� ��=12� P�� 1.551±0.039 0.1281
 P��� 1.572±0.040

Pp�X, p��p�y��� �X; 5-ALA, 5 �����l�vul���� ����.
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������l u�� �f ��� PET �y���� �� �l�� l�� ���p���� ���� �R� 
�u� �� �qu�p���� l������� ��� ��� ����l��� �f �����l�b�l�� 
��������. T����f���, ����b�l�� ������� ���� ���� �p����l ����-
lu����, �u�� �� �R�, �� ��qu���� f�� HGG ����������. �� ��� 
p������ ��u�y, �� ��� ������������ ���� ���� ���u�ul����� �f 
5-ALA-���u��� Pp�X ������ �u��� ��ll� �����qu���ly l��� �� 
T2 �����l ��������y ����������� ������ HGG�; ���v�������l 
�R� ��ul� �b���v� ����� p��������. T���� ���ul�� �u����� 
���� �� �� p����bl� �� u�� 5-ALA �l�����lly �� ��� ����b�l�� 
������� �f HGG� u���� �R�.

A �u�b�� �f p��v��u� ��u���� ��v� ��p����� ���� ��� 
�����l BBB �� ��p�����bl� �� 5-ALA �38,39�, ���l� ������ 
��v� ��p����� ���� 5-ALA �� �bl� �� ����� ��� �����l BBB �� 
� ������� ������ �� ���� bl��� �������������� �40-42�. T�u�, 
�� ��� ���� �f HGG�, ��� BBB b���k���� ������ �u���� 
�� ���������� �� ���v� � p�������v� ��l� �� ��� up��k� ��� 
p��������� �f 5-ALA-���u��� Pp�X �43�. H���v��, 5-ALA 
���� ��� p��f��� �� ��ll �� GBCA �� HGG �����. A p��v��u� 
study demonstrated that 5‑ALA‑induced PpIX fluorescence 
��� � ������ ���������� ���u���y ���p���� ���� GBCA �� 

Figure 1. Glioblastoma in a 61‑year‑old male patient (case 1). (A) The axial contrast enhanced‑T1 reveals an irregular, enhanced mass with peritumoral brain 
edema in the right frontal lobe. A magnified axial view of the T2‑weighted image in (B) prior to (C) and following 5‑ALA administration. The solid component 
of the tumors demonstrated a slight enhancement in the T2 signal following 5‑ALA administration (arrows in C). Intraoperative findings of the surface of the 
right frontal lobe under (D) white and (E) violet‑blue light. 5‑ALA tumor fluorescence was strongly observed though the thinning brain cortex, which covered 
the tumor. (F) Histopathological findings included hypercellularity, marked nuclear atypia and prominent vascular proliferation consistent with glioblastoma 
�ul��f����. S�������, ������xyl�� ��� �����; ���l� b��, 400 µ�. 5-ALA, 5 �����l�vul���� ����.

Figure 2. Glioblastoma in a 63‑year‑old female patient (case 2). (A) Axial contrast enhanced‑T1 reveals a heterogeneously enhanced mass in the right frontal 
lobe with peritumoral brain edema. A magnified axial view of the T2WI (B) prior to and (C) following 5‑ALA administration. The solid component of 
the tumors demonstrated slight enhancement of the T2 signal following 5‑ALA administration (arrows in C). Intraoperative findings of the surface of the 
right frontal lobe under (D) white and (E) violet‑blue light. 5‑ALA tumor fluorescence was strongly observed though the thinning brain cortex, which 
covered the tumor. (F) Histopathological findings were consistent with glioblastoma multiforme. Staining, hematoxylin and eosin; scale bar, 400 µm. 5‑ALA,  
5 �����l�vul���� ����.



YA�A�OTO et al:  MRI OF 5‑ALA IN GLIOMA1274

a murine model of infiltrative human glioma (44�. �����v��, 
������� p���p����v� ��u�y ��p����� ���� 5-ALA-���u��� 
Pp�X ��� �up����� �� GBCA-�������� ������p�����v� �R� 
with regards to its sensitivity and specificity in patients with 
HGG �8). In addition, 5‑ALA‑induced PpIX fluorescence was 
�b���v�� �� ���u����� GB� �����u� �������� ����������� �f 
GBCA f�ll����� b�v���zu��b ��������� �45�. C���������� ��� 
��������� v���ul�� p�����b�l��y, ��������� ��llul�� ����b�-
lism and a modified tumor microenvironment, 5‑ALA‑induced 
PpIX may depict dispersed infiltrative glioma cells more accu-
����ly ���p���� ���� GBCA �46�.

T�� ��������� u����ly��� ��� ����������� �f ��� T2 
�����l ��������y by 5-ALA-���u��� Pp�X ������� u��l���. O�ly 
��� ��u�y ��� �����p��� �� ��p��� �xp��������l �l����� u���� 
5-ALA ���� �R� in vivo �47�. T��� ��u�y ������������ ��� 
���pl��� �x������� �f 5-ALA-���u��� Pp�X ��� �� �������� 
�� �������llul�� ���� 24 � �f��� 5-ALA ��������������, ��� 
�ub��qu���ly, � �������� �f T2* �����l ��������y, ����� �� u��� 
�� ��p��� p����������� ���xy�����l�b��, ��������l�b�� �� 
����������� �� �R� �48�, �� b���� �u���� �37�. H����l�����l 
�v�lu����� ��v��l�� �ul��f���l ���� ��p����� ������ ��� �u��� 
��j����� �� �����l b���� ����u� �� ���� 24 � �f��� 5-ALA �����-
���� �37�. 5-ALA ���� ��� ��ly ���u�ul��� �� Pp�X �� ������. 
R����� ��u���� ��v� ��p����� ���� 5-ALA ���u��� ��� �������-
���� �f �x�����v� p���p���yl�����, ��� �upp������� �f �ly��ly���, 
��� ����up���� �f ��� W��bu�� �ff��� �� ������ ��ll�, ��� ��� 
���u����� �f �u��� �y����x�� �����p����� �� ��� �u�f��� �f 
�ub�u�����u� �xp��������l �l����� f�ll����� 5-ALA �������-
������� �21,49�. T���� p�������� ��y �ff��� ���� ����b�l��� �� 
�l���� ��ll� 24 � �f��� 5-ALA ��������������, ��� �����qu���ly 
��� T2* �����l ��������y ��y ��������. �� ��� p������ ��u�y, ��� 
T2 �����l ��������y �� HGG� ��� ��������� ~3 � �f��� 5-ALA 
��������������. A ���� ���u�ul����� �f 5-ALA-���u��� Pp�X 
in the tumors was also quantified using HPLC analysis during 
���� p�����. T����f���, �� ��y b� �p��ul���� ���� 5-ALA-���u��� 
Pp�X �� ��p������ �� ��� ����������� �f T2 �����l ��������y 
������ �u����. P����bl� ���������� u����ly��� Pp�X-���u��� 
enhancement of T2 signal intensity are as follows. Firstly, 
��l���v� �������� �f �������llul�� ������� by ����� ����lubl�, 
5-ALA-���u��� Pp�X ��y �ff��� ����������� �f T2 �����l �� 
HGG. S�����ly, Pp�X �� ��ll k���� f�� ��� ������������ �50�. 
T�u�, ���u�ul���� Pp�X ������ ��� �u��� ��y ���u�� �� 
�������� �� T2 �����l ��������y, �� ��ll �� �xy�����l�b�� �51�. 
T�� p������ ��u�y �x������ ��� T2W� �f p������� f�ll����� 
5-ALA �������������� ��ly �u� �� ��� p�y���p�y���l�����l 
������ ���� ���u�� p���� �� �u����y. T����f���, fu�u�� ��u���� 
���ul� �������� ����� �R� ��qu����� ���lu���� T1W�, ��ffu���� 
�������, T2*, ��� ������p�����v� �R� u���� ������l ����������.

The current study has several limitations. Firstly, ROIs in 
T2W�� ���� �b������ f��� ��ly 4 p�������. T�u�, fu�u�� ��u���� 
���ul� �������� ��� u�� �f � l����� ���pl� ��z�. S�����ly, ��� 
�u������ �f ��� �R� �x��������� p���� �� ��� f�ll����� �����-
��������� �f 5-ALA ��� 1 �� 8 ��y�. T����f���, ��� p����b�l��y 
���� ����� ��� �� �������� �f ������u����l ����� ���� ��v�l�p�� 
�u���� ����� p������, ��� �ff����� ��� ����������� �f ��� T2 
�����l ��������y ������ b� �x�lu���. T�u�, ��� �u������ �f ��� 
�R� �x��������� ���ul� b� ���������.

�� ����lu����, p��v��u� ��u���� ��v� f��u��� �� ��� �������-
���� �f ��� T1 �����l ��������y u���� ����l-b���� �������� 
��������, ���lu���� GBCA, �� HGG �R�. T�� p������ ��u�y 

�upp���� ��� p����b�l��y �f u���� 5-ALA-���u��� Pp�X �� � 
�������� ������� f�� ��� ����������� �f ��� T2 �����l ��������y 
�� ���v�������l �R� f�� HGG�. A� p������, ��� ����������� 
effect of 5‑ALA‑induced PpIX is not sufficient for clinical 
�ppl�������. H���v��, b��� ��� 5-ALA ������� ��� ���v��-
�����l �R� �y����� ��v� �l����y b��� ����ly u��� f�� �l�����l 
��u���u����y �l�b�lly. T����f���, ��� �ppl������� �f 5-ALA �� 
�� �R� �������� ������� �� p����bl�, ���l�� ��� ��v�l�p���� �f 
a specific MRI sequence for 5‑ALA‑induced PpIX is essential.
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