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Zusammenfassung
Ziel: Die tumorassoziierte PSMA-Expression in der Neovaskulatur beim
Synovialsarkom soll charakterisiert werden.
Material und Methoden: Von 37 Patienten mit einem Synovialsarkom wurden
relevante klinisch-pathologische Parameter erhoben und von Tumorproben
Tissue Micro Arrays erstellt. Die Tumoren wurden immunhistochemisch auf
ihre GefalRdichte und das PSMA-Expressionsmuster untersucht. Die
Gefaldichte wurde mittels Micro Vessel Density (MVD) Verfahren bestimmt.
Endothelzellen wurden in vivo mittels Western Blot auf eine PSMA-Expression
untersucht.
Ergebnisse: Bei 37,1 % der Synovialsarkome konnte eine neovaskulare
PSMA-Expression festgestellt werden. Je hoher die tumorassoziierte
Gefaldichte, desto héher war auch die PSMA-Expression (MVD PSMApos =
160,7 +/- 14,7, MVD PSMAneg = 67,5 +/- 8,5; p < 0,0001). Ein PSMA-
induzierender Crosstalk zwischen Endothelzellen und Tumorzellen lie® sich in
vitro nicht nachweisen.
Schlussfolgerung: Bei vielen Synovialsarkomen wird PSMA in der
tumorassoziierten Neovaskulatur exprimiert. Dies kann einen
vielversprechenden Ansatz bezuglich Diagnostik, Therapie und
Rezidiverkennung bei Synovialsarkomen darstellen.
Tag der mundlichen Prifung: 14.12.2018
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1. Einleitung

Diese Doktorarbeit beschaftigt sich mit der Tumorentitat des Synovialsarkomes
und ihrer Eigenschaft, in der tumorassozierten Neovaskulatur PSMA zu
induzieren. Eine Untersuchung dieses Zusammenhangs ist von medizinischer
Bedeutung, da sich daraus neue Diagnose- und Therapiemdglichkeiten far
Patienten ergeben konnen, die am Synovialsarkom erkrankt sind. Im Folgenden
werden zunachst Hintergrundinformationen Uber das Synovialsarkom und
PSMA gegeben. Anschlieliend werden die Ziele, Material und Methoden und
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dargelegt. Im Schlussteil werden die
Ergebnisse diskutiert und in Zusammenhang mit aktuellen

Forschungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen gestelit.

1.1 Das Synovialsarkom

Im folgenden Abschnitt wird das Synovialsarkom definiert und hinsichtlich
Epidemiologie, Klinik, Diagnostik und Therapie, sowie Genetik und Biologie

genauer charakterisiert.

1.1.1 Definition

Beim Synovialsarkom handelt es sich um eine Tumorentitat, die durch eine
einzigartige Morphologie, Genetik und ihr klinisches Bild charakterisiert ist.
Trotz seines Namens stammt das Synovialsarkom nicht von Synovialgewebe
ab, das die innere Oberflache von Gelenkhillen, Sehnenscheiden und
Schleimbeuteln bildet." Sein genauer zelluldrer Ursprung ist bis zum heutigen
Tag unbekannt.? Die Namensgebung leitet sich von der in Abbildung 1
dargestellten, mikroskopischen Ahnlichkeit mit sich entwickelndem Synovium
ab.

Die Klassifikation erfolgt in vier histologische Hauptgruppen: biphasisch,
monophasisch fibrds, monophasisch epithelial und undifferenziert. Der
monophasisch fibrose Typ (Abbildung 1A) umfasst nur Spindelzellen. Der

biphasische Typ (Abbildung 1B) besteht zu gleichen Teilen sowohl aus einem


https://paperpile.com/c/14N53W/C5Spn

spindelzelligen als auch aus einem epithelialen Anteil, der glandulare Strukturen
enthalt. Der monophasisch epitheliale Typ setzt sich vor allem aus epithelialen
und nur einem sehr geringen Anteil von Spindelzellen zusammen. Der
undifferenzierte Typ kann den kleinen, runden Zellen des Ewingsarkoms &hneln
(auch  primitiver  neuroektodermaler Tumor genannt) oder einem
groRRzelligen/epitheloiden oder einem Spindelzelltumor.® Dennoch lasst sich
auch dieser Typ durch seine charakteristische Immunhistologie, sowie seine
histologischen und ultrastrukturellen Merkmalen eindeutig dem Synovialsarkom

zuordnen. Manchmal tritt es in der Nahe, aber nie innerhalb von Gelenken auf.*

Abbildung 1: Reprasentative Morphologie von Synovialsarkomen. In (A) ist
der monophasisch spindelzellige Subtyp gezeigt, in (B) der biphasische Typ mit

erkennbaren glandularen Strukturen (je HE-Farbung, 400x).

1.1.2 Epidemiologie

Synovialsarkome machen 10 % bis 20 % aller Weichgewebstumoren bei
Jugendlichen und jungen Erwachsenen aus. Das durchschnittliche
Diagnosealter liegt mit 35 Jahren im jungen Erwachsenenalter, dennoch reicht
die Spanne des Erkrankungsalters von funf bis zu 85 Jahren. Manner sind vom
Synovialsarkom etwas haufiger betroffen als Frauen (das Verhaltnis liegt bei
1,13:1).°


https://paperpile.com/c/14N53W/bxG6Z
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1.1.3 Klinik, Diagnostik und Therapie

In 70 % der Falle ist das Synovialsarkom an den Extremitaten lokalisiert.
Synovialsarkome weisen eine hohe Metastasierungsrate von bis zu 40 % auf,
wobei sich meist Absiedelungen in der Lunge und im Knochen finden.® Erfolgt
die Diagnose erst im spaten Lebensalter, wirkt sich das negativ auf die
Prognose aus. Das Synovialsarkom neigt sowohl zu Fruh- als auch zu
Spatmetastasen. Die 10-Jahres-Rezidivfreiheit liegt bei 50 %. Meist erfolgt beim
Synovialsarkom als Therapie eine weite chirurgische Exzision mit adjuvanter
oder neoadjuvanter Radiotherapie.6 Diese Therapien bieten eine gute Chance
auf Heilung, sofern es sich um ein Ilokales Synovialsarkom ohne
Fernmetastasen handelt. Bei Patienten jedoch, die zum Diagnosezeitpunkt
Lungenmetastasen aufweisen, liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate nur bei 0 -
10 %.” Ausschlaggebend fiir eine giinstige Prognose ist vor allem eine geringe
TumorgréRe bei Diagnose,® hoher Differenzierungsgrad® und RO-

9 \Weiterhin als giinstige

Resektionsstatus bei chirurgischer Intervention.
Prognosefaktoren konnten ein niedriges Erkrankungs- und Diagnosealter (< 35
Jahre) und das Ansprechen auf die First-Line-Chemotherapie identifiziert
werden."' Synovialsarkome vom monophasischen Typ wirken sich prognostisch

negativ aus. '

1.1.4 Genetik und Biologie des Synovialsarkoms

Prinzipiell liegt der Entstehung von Tumoren eine Anderung des Genoms einer
Ursprungszelle zugrunde, welche dieser Zelle gegenliber der Uubrigen
Zellpopulation einen Uberlebensvorteil verschafft. Dies kann einerseits eine
erhdohte Proliferationskinetik, andererseits eine Hemmung der natirlichen
Zellalterung oder des Zelltodes sein. Weiterhin kann die Interaktion der Zelle mit
den Nachbarzellen oder der umgebenden Extrazellularmatrix gestort sein. Ein
Tumor kann insbesondere auch dann entstehen, wenn das interzellulare

Zusammenspiel oder die intrazelluldren Signalwege gestort sind. '

Allgemein stellt die Adhasion von Zellen zu ihrer extrazellularen Matrix und ihre

Fahigkeit mit ihrer Umwelt zu kommunizieren einen wesentlichen Bestandteil
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der Proliferationskontrolle, der  zellularen  Homoostase und der
Organentwicklung dar.' Die Deregulation von Zelladhasion ist in einigen Féllen
verbunden mit Zellzyklusarrest und Apoptose, in anderen Fallen mit
Tumorwachstum und -invasivitit."® Zelladhasion ist die Folge eines komplexen
und noch unvollstandig erforschten Zusammenspiels von Signalwegen, die von
der Zelloberflache ausgehen und ins Zytoplasma Ubermittelt werden. Dort
nehmen diese Signale Einfluss auf Zytoskelett, Zellgestalt und Motilitat. Einige
dieser Signalwege fuhren dann zur Aktivierung der Genexpression, die je nach

Zielgen tumor- oder motilitatsférdernd wirken kann.™

Auch beim Synovialsarkom fihrt das Zusammenwirken eines veranderten
Genoms und der daraus resultierenden veranderten Proteinexpression zu
veranderter Proliferation und Interaktion der betroffenen Zellen. Die
charakteristische genetische Ursache von Synovialsarkomen ist eine
balancierte chromosomale Translokation t(X; 18)(p11.2;q11.2). Dies fuhrt zu
einer Fusion des SYT Genes auf Chromosom 18 (auch als SS18 bezeichnet)
mit dem SSX1 oder SSX2 Gen auf Xp11.2 und schliel3lich zu der Produktion
des chimidren SYT-SSX Proteins."”” Hierbei fusionieren alle auBer den 8
carboxy-terminalen (C-terminalen) Aminosauren des SS18 zu den C-terminalen
78 Aminosauren des SSX-Partners. In weniger als 1 % aller Synovialsarkome
lasst sich eine analoge Translokation von SSX4 finden.®

Nach Kato et al’’

stellen die veranderte Lokalisierung des SYT-SSX
(beziehungsweise SS18-SSX) Proteins und anderer damit verbundenen
EiweiRe  vermutlich den der Entstehung des  Synovialsarkoms
zugrundeliegenden Mechanismus dar. Dieses Fusionsgen ist in mehr als 90 %
aller Synovialsarkome zu finden, was auf dessen essentielle Bedeutung fur die

Tumorentstehung hindeutet.'®

Eid et al.”® beschreiben als Ursache fiir die Entstehung des Synovialsarkoms
das Zusammenwirken des oben beschriebenen Protoonkogens SYT mit dem

Protein p300, welches eigentlich tumorsuppressive Wirkung besitzt. Bei p300


https://paperpile.com/c/14N53W/H0jN7
https://paperpile.com/c/14N53W/q79Gn
https://paperpile.com/c/14N53W/W8KTj
https://paperpile.com/c/14N53W/n2Yry
https://paperpile.com/c/14N53W/av7F6
https://paperpile.com/c/14N53W/n2Yry
https://paperpile.com/c/14N53W/Sv5Ku
https://paperpile.com/c/14N53W/Sv5Ku

handelt es sich um einen Co-Aktivator verschiedener Transkriptionsfaktoren,
der eine essentielle Bedeutung fur verschiedenste zellulare Prozesse hat, wie
beispielsweise = Reparatur beschadigter DNS, zellulares Wachstum,

Differenzierung, Apoptose und Migration.™

Ein weiterer Mechanismus, der bei der Entstehung und Aufrechterhaltung des
Synovialsarkoms eine entscheidende Rolle spielt, ist nach Wakamatsu et al.”
die erhohte Sekretion des Wachstumsfaktors ,vascular endothelial growth
factor* (VEGF). Nach Bohn et al.?’ fiihrt die oben beschriebene chromosomale
Translokation SS18-SSX dazu, dass auch in Synovialsarkomzellen eine
erhdohte Produktion von VEGF vorliegt, die zu Tumorgenese und -erhaltung
beitragt. Der Wachstumsfaktor fuhrt in in vitro Synovialsarkom-Kulturen, welche
die SS18-SSX Translokation aufweisen, zu zellularem und spharoidartigem

Wachstum.’

Weiterhin kann das SYT-SSX Gen in Tumorzellen zu einem geringeren
Adhasionspotential dieser Zellen fuhren, wie in Adhasionsassays gezeigt
werden konnte.”® Zum anderen konnte die Wirksamkeit einer auf VEGF
abzielenden anti-angiogenetischen Therapie gegen Synovialsarkome bewiesen
werden. Der genaue Mechanismus, der dem VEGF-Signalweg zugrunde liegt,
ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das
oben genannte Fusionsprodukt dazu fuhrt, dass VEGF zu zellularem Wachstum
statt zu Differenzierung fiihrt.” Auf die Bedeutung des vom Synovialsarkom
sezernierten VEGF auf die durch den Tumor angeregte GefalRneubildung

(Angiogenese) wird im Folgenden genauer eingegangen.

1.2 Grundlagen der Angiogenese

Als Angiogenese wird das Aussprossen und die dichotome Verzweigung von
bereits existierenden Blutgefallen bezeichnet, wodurch sich die Gefalidichte in

einem gegebenen Gewebeareal vermehrt.
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Physiologische Angiogenese wahrend der Embryogenese, Skelettwachstum
und Reproduktion unterliegt zu gro3en Teilen dem Schlusselregulator VEGF.?
Endothelzellen werden durch VEGF dazu stimuliert, bestimmte
Plasminogenaktivatoren und Proteasen auszuschutten. Diese Proteine flhren
zu einer Zersetzung der Basalmembran der Gefalle. So kdnnen die Zellen in
die umgebende Matrix auswandern und sich hier nach erfolgter Migration,
Proliferation und Differenzierung zu neuen Gefaldstrukturen mit eigenen
Basalmembranen zusammenlagern.22 Physiologisch unterliegt das Wachstum
und Aussprossen von Endothelzellen einem strengen Regelkreis. Entscheidend
ist das Uberwiegen von entweder pro- oder kontraangiogenen Faktoren wie
beispielsweise enger Kontakt zur Nachbarzelle, Vorhandensein bestimmter
Komponenten  der extrazellularen  Matrix oder endogener oder

pharmakologischer VEGF-Inhibitoren.?®

Im Falle der pathologischen Neoangiogenese wird dieser strenge Regelkreis
auler Kraft gesetzt. Hier erfolgt die GefalRneubildung unkontrolliert von aufieren
Einflussfaktoren. Diese Situation von unkontrollierter und desorganisierter
Angiogenese findet man beispielsweise bei rheumatoider Arthritis, Diabetes und

bei malignen Tumoren.??

Laut Folkman®* ist Neoangiogenese der essentielle Baustein beim Wachstum
maligner Tumoren sowie deren metastatischer Ausbreitung. Er bezeichnet den
Ausbruch des Tumors aus der streng geregelten Balance zwischen pro- und
antiangiogenetischen Faktoren als ,angiogenen Switch.“ Tumoren, die diesen
Switch noch nicht durchlaufen haben, befinden sich in einem frihen Stadium
des Tumorwachstums. Sie werden im Falle epithelialer Tumoren auch
,carcinoma in situ® genannt, wachsen also noch nicht invasiv oder
metastasierend, da sie die Basalmembran noch nicht durchbrochen haben. Der
proangiogenetische Schalter steht also noch auf ,off.“ Erfolgt dann dieser
Switch aufgrund von Hypoxie, Onkogenaktivierung oder
Tumorsuppressorinaktivierung, wechselt der Tumor in den proangiogenen

Phanotyp ,on.“ Der Tumor ist dann in das Gefal3-Rekruitment gewechselt und
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Uberexprimiert proangiogenetische Faktoren wie VEGF. Hier lagern sich die
Tumorzellen mehrschichtig an MikrogefalRe an und regen diese uUber die
Ausschittung von Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel VEGF zur

Angiogenese und verstarkter Endothelverzweigung an.

Bei der pathologischen Angiogenese ist die Gefallneubildung nicht nur, wie
beispielsweise bei der physiologischen Wundheilung im Erwachsenenalter
transient, sondern dauerhaft aktiviert. Das fluhrt dazu, dass normalerweise
ruhende Gefalte kontinuierlich aussprossen und zum Tumoruberleben

beitragen, indem sie die erforderlichen Nahrstoffe liefern.?

Neben der Neoangiogenese, die durch Wachstumsfaktoren wie VEGF induziert
wird,?® stellt die Hypoxie einen weiteren wichtigen Mechanismus flr
Gefallneubildung dar. Ursache fur die lokalisierte Gewebshypoxie stellen ein
enormer Sauerstoffbedarf sowie schlechte Zirkulation dar.?” Beides sind
Situationen, wie sie in einem schnell wachsenden Tumor zu finden sind. Die
Regulation der zellularen Antwort auf Hypoxie erfolgt Uberwiegend durch die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, welche ,hypoxieinduzierbare Faktoren®
(HIF) genannt werden und stress- und hypoxiebedingte Zellsignalwege
beinflussen.?” Nach Fong®® steht die Akkumulation der aus heterodimeren
Untereinheiten (a und B) bestehenden hypoxieinduzierten Faktoren in engem
Zusammenhang mit Angiogenese. Bei der B-Untereinheit von HIF handelt es
sich um ein konstitutiv exprimiertes Molekul. Die a-Untereinheit wird sauerstoff-

t.2° Unter Normoxie wird die a-Untereinheit dem Proteasom

abhangig gebilde
zur Degradation und somit zum Abbau (ibermittelt.*® Unter Hypoxie stabilisiert
sich sowohl die a- als auch die B-Untereinheit und formt die HIF.*" Sind diese in
ausreichender Menge vorhanden, fuhrt dies zur Expression einer Vielzahl
proangiogener Proteine und Proteasen wie zum Beispiel VEGF*, Erythropoietin

(EPO)* und Endothelin-1 (ET-1).3*
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1.3 Das Prostataspezifische Membran-Antigen (PSMA)

Prostata-spezifisches-Membranantigen (PSMA) oder Glutamat
Carboxypeptidase 2 ist eine Zelloberflachen-Exopeptidase mit einem
Molekulargewicht von 100kDa, die ursprunglich auf Prostatazellen sowie
Prostatakarzinomzellen und deren Metastasen detektiert wurde.®

1. und lIsraeli et al.** fanden signifikant erhohte Serum-

Drachenberg et a
PSMA-Werte in Patienten mit fortgeschrittenem, nicht therapiertem Prostata-
Karzinom als Ausdruck der Hochregulation der PSMA-Expression auf der
Zelloberflache von maligne entarteten Prostatagewebszellen. Diese Tumore
wiesen eine starke Korrelation zwischen dem Level der
Zelloberflachenexpression von PSMA und einer schlechteren Prognose der

zugrundeliegenden Tumorerkrankung auf.

Die Anwendungen von Radioliganden-gebundenen PSMA-Antikérpern spielt
heute in der Medizin eine zunehmende Rolle bei Diagnose, Staging, und
Evaluation des Therapieansprechens beim Prostatakarzinom.*” So stellt das
68Ga-PSMA PET/CT ein vielversprechendes Werkzeug zur Diagnose eines

1.#° und Rahbar et al.*°

rezidivierten Prostata-Karzinoms dar.*® Kabasakal et a
beschreiben die Behandlung von Patienten mit kastrationsresistentem
Prostatakarzinom mit  Lu-177-PSMA-617-Radioligand als mogliche
therapeutische Methode. Letztere untersuchten ein Patientenkollektiv mit
metastasiertem kastrationsresistenten Prostatakarzinom (mCRPC) und fanden
hier unter LU-177-PSMA-617-Radioligand-Therapie eine signifikant gesteigerte
Uberlebenszeit. In Korrelation zum Ansprechen auf die Antikérper-Therapie
konnte auch biochemisch ein Absinken der PSA-Konzentration im Blut der
Patienten festgestellt werden. Ahmadzadehfar et al.*’ wiesen nach, dass eine
solche verringerte PSA-Konzentration bei Patienten mit kastrationsresistentem,
metastasierten  Prostatakarzinom nach  Lu-177-PSMA-617-Radioligand-
Therapie mit einem verlangerten Gesamtlberleben einhergeht. Somit
erbrachten die Autoren den eindeutigen Nachweis der klinischen Effektivitat der
LU-177-PSMA-617-Radioliganden-Therapie.
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1.4 PSMA als Marker der Tumorneovaskularisation

PSMA ist jedoch nicht nur im physiologischen sowie im maligne entarteten
Prostatagewebe zu finden, sondern steht auch in Zusammenhang mit tumor-
assoziierter Neoangiogenese. Chang et al.*’ fanden eine PSMA-Produktion und
Expression in Endothelzellen von tumor-assoziierter Gefallneubildung, nicht
jedoch in Endothelzellen von Gefallen in gutartigen Geweben. Eine PSMA-
Expression in tumorassoziierter Neoangiogenese ist beispielsweise gesichert
beim Lungenkarzinom43 und beim multiformen Glioblastom.** Die PSMA-
Expression konnten auch Chang et al.*® bei einem groRen Spektrum maligner
Neoplasien nachweisen. Darstellbar war die Expression bei verschiedenen
epithelialen Tumoren (Karzinomen), neuroendokrinen Tumoren,
mesenchymalen Tumoren (Weichgewebstumoren), sowie in malignen

Melanomen und Gliomen.

Nguyen et al.*® untersuchten verschiedene Arten von epithelialen Tumoren
(Karzinomen) auf ihre in vitro Fahigkeit, in  tumorassoziierten
Gefallneubildungen PSMA zu induzieren. Insgesamt induzierten 10 von 14
untersuchten Karzinomarten PSMA in der Neovaskulatur. Hierbei handelte es
sich um Karzinomzellen aus Niere, Colon, Mamma, Prostata, Ovar und Lunge.
Von den funf untersuchten Protatakarzinomzelllinien regten vier die

umliegenden Endothelzellen zu einer Expession von PSMA an.

Meine Arbeitsgruppe untersuchte in dieser Dissertation vorangehenden
Arbeiten die PSMA-Induktion in der GefalRneubildung bei unterschiedlichen
Sarkomarten.*’ Eine PSMA-Expression konnte in tumorassoziierten Gefallen
von 151 wvon 779 (19,4 %) verschiedenen Weichgewebs- und
Knochensarkomen nachgewiesen werden. Weiterhin beschaftigten sich
Heitkotter et al.*® mit der neovaskularen PSMA-Expression in
Schilddrusenlasionen. Die PSMA-Expression in 57,1 % aller malignen Tumoren
war signifikant héher als in benignen Tumoren (13,2 %). Stock et al.*® fanden
eine neovaskulare PSMA-Expression bei 53,2 % aller von ihnen untersuchten

duktalen Adenokarzinome des Pankreas. Tabelle 1 gibt eine aktuelle
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LiteraturUbersicht die PSMA-Expression in der Neovaskulatur
verschiedener Tumorentitaten wieder.
Tumorlokalisation Tumorentitat Neovaskuldare PSMA-
Expression
Pankreas Duktales 39/61 (Stock et al.*
Adenokarzinom 2017)
Nebenniere Adrenocorticales 12/15 (Crowley et al.*®
Karzinom 2016)
Knochen Osteosarkom 21/45 (Zeng et al.”’
2012)
Ewingsarkom 23/183 (Heitkotter et
al.*” 2017)
Brust Invasives duktales 82/106 (Wernicke et

Karzinom/ ductales

carcinoma in situ

al.’? 2014)

Kopf und Hals

Plattenepithelkarzinom

72/96 (Haffner et al.”?
2012)

Darm Kolorektales 75/100 (Abdel-Hadi et
Adenokarzinom al.>* 2014)

Niere Klarzelliges 188/288 (Spatz et al.”®
Nierenzellarzinom 2017)
Chromophobes 9/15 (Al-Ahmadie et
Nierenzellkarzinom al.>® 2008)

Leber Hepatozellulares 38/42 (Denmeade et
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Karzinom al.’” 2012)

Lunge Nicht kleinzelliges 74/87 (Wang et al.*®
Lungenkarzinom 2015)

Haut Melanom 25/44 (Denmeade et

al.’” 2012)

Weichgewebe

Multiple benigne und
maligne

Weichgewebstumoren

151/779 (Heitkotter et
al.*” 2017)

Magen Adenokarzinom 79/119 (Haffner et al.*®
2009)
Schilddrise Papillares 61/120 (Bychkov et

Schilddriisenkarzinom

al.*® 2017)

Follikulares

Schilddriisenkarzinom

24/58 (Battifora® 2017)

Harnwege und Blase

(auler Niere)

Urothelkarzinom der

Harnblase

6/6 (Chang et al.*
1999b)

Tabelle 1: PSMA-Expression in tumorassoziierter Neovaskularisation.

1.5 Ziele der Arbeit

Eine PSMA-Expression findet sich gemaly aktuellen Forschungsergebnissen
nicht nur in Prostata- oder Prostatakarzinomgewebe, sondern auch in der
Neovaskulatur unterschiedlicher Tumoren.

unserer Arbeitsgruppe bereits vorab bei unterschiedlichen soliden Tumoren

(Lungenkarzinomen,

Schilddrisenkarzinomen,

Dieses Phanomen konnte von

Pankreaskarzinomen)

unterschiedlichen Weichgewebstumoren (Sarkomen) beschrieben werden.
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Aufbauend auf diesen Ergebnissen, soll in dieser Arbeit zunachst die PSMA-
Expression der Neovaskulatur in einem Probenkollektiv von Synovialsarkomen
bestimmt werden. Hierzu wird zunachst ein Kollektiv von Synovialsarkom-
Gewebeproben in Tissue Micro Arrays (TMA) uberfuhrt. Die Bestimmung der
PSMA-Expression soll immunhistochemisch durchgefiihrt werden. Uber eine
Co-Expression von CD31, einem Gefallmarker, soll die PSMA-Expression in
den tumorassoziierten Gefallen lokalisiert werden. Alle Schnittpraparate sollen
dann digitalisiert werden. Die Ergebnisse werden sowohl semi-quantitativ als
auch computergestutzt erfasst. Zusatzlich sollen alle relevanten klinisch-
pathologischen Daten der Tumor-Proben zusammengetragen werden, um

madgliche Korrelationen aufzudecken.

In einem weiteren Schritt soll eine mogliche PSMA-Induktion in tumor-
assoziierten Gefallneubildungen in vitro weitergehend untersucht werden.
Hierzu werden Endothelzellmodelle etabliert, mit denen die Hypothese Uberprift
werden soll, ob Synovialsarkomzellen Gber ,Crosstalk® in diesen Endothelzellen
eine  PSMA-Expression induzieren, und ob eine PSMA-Expression in

Endothelzellen durch Hypoxie induzierbar ist.
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2. Material und Methoden

Im Folgenden wird ein Uberblick Uber die angewandten Materialien und

Methoden gegeben.

2.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

Nach Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission der Arztekammer
Westfalen-Lippe und der Westfalischen Wilhelms-Universitat wurde ein Kollektiv
von 37 an einem Synovialsarkom erkrankten Patienten im Alter von neun bis 77
Jahren zusammengestellt (Ethikantrag ,PSMA in soliden Tumoren®, AZ: 2016-
445--S). Von jedem dieser Patienten stand Tumorgewebe als formalinfixiertes
(FFPE)-Material zur Verfugung.

2.1.1 Tissue Microarray

Die Technik des Tissue Microarrays (TMA), erstmals beschrieben von
Battifora®, erlaubt es, kleine reprasentative Gewebeausschnitte verschiedener
Falle auf einen einzigen Objekttrager aufzutragen und diese mit hohem
Durchsatz zeitgleich zu analysieren. Zur Herstellung der TMAs wurden
zunachst zylindrische Gewebsstlcke (Cores) mit einem Durchmesser von 1mm
aus verschiedenen Paraffinblocken ausgestanzt, und anschlieRend an genau
definierten Stellen auf einen Microarray-Paraffinblock aufgetragen. Pro
Patientengewebeprobe wurden mindestens zwei reprasentative Gewebeareale
bestimmt und gestanzt. Als Negativkontrollen wurden die Zelllinien SYO-1,
CME-1, HS-SYII, FUJI und 1273/99 verwendet. Zwei erfahrene Pathologen
beaufsichtigten die korrekte Gewebeentnahme und Uberpriften, ob die TMAs
richtig angelegt wurden. Von den erhaltenen TMAs wurden dann Leerschnitte

angefertigt fur die immunhistochemische Farbung der Zielstrukturen.

2.1.2 Immunhistochemie

Mithilfe des immunhistochemischen Farbeautomaten von Ventana BenchMark
(Ventana Medical System, Ventana, USA) wurden 4 ym dicke Paraffinschnitte

gemal Herstellerangaben gefarbt. Die Schnitte wurden zunachst mit Xylen
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deparaffiniert und mithilfe einer absteigenden Ethanolreihe bei Raumtemperatur
rehydriert. Die Inkubation der Schnitte mit den Primarantikorpern erfolgte fur 30
Minuten bei Raumtemperatur. Folgende Verdinnungen wurden verwendet:
monoklonaler Maus-Anti-PSMA-Antikorper (Klon 3E6, Ventana, Deutschland) in
1:50 Verdunnung und monoklonaler Anti-CD31-Antikorper (Klon QBENd10,
Ventana, Deutschland) in einer gebrauchsfertigen Konzentration von 0,8 pm/ml.
Anschlieend wurden die Schnitte gewaschen und mit den biotinylierten
Sekundarantikdrpern bei Raumtemperatur inkubiert. Visualisiert wurden die
Immunreaktionen mit dem Substrat 3-Amino-9-Ethylcarbazole (Ventana
Optiview DAB IHC detection KIT, Ref: 760-700, Deutschland). Als Positiv-

Kontrolle diente Prostatakarzinomgewebe.

2.1.3 Bestimmung der PSMA-Expression

Hierbei wurden die tumorassoziierten Gefalle auf die Expression von PSMA
untersucht. Um zu verifizieren, dass es sich bei dem Gewebe tatsachlich um
Endothel handelt, wurden die Proben mit dem Oberflachenmarker Anti-CD31
gegengefarbt. Zum einen wurde der Anteil der PSMA-anfarbenden Gefalte an
der Gesamtheit der Gefalte in drei Gruppen unterteilt. Hier wurde zwischen
dem Anteil der gefarbten Gefal3e in den Kategorien > 5 %, < 5 % oder 0 %
unterschieden. Zum anderen wurde eine semiquantitative Einteilung nach der
Farbe-Intensitat in vier Kategorien vorgenommen: 3 steht fur hohe, 2 flr
mittlere, 1 fur geringe und 0 fur keine Intensitat. Handelte es sich um ein
heterogenes Farbemuster, wurde das Muster ausgewahlt, das anteilmallig
vorherrschend war. Aus diesen Rohdaten wurde ein Farbeindex (Labelling
Index ,LI*) ermittelt. Eine schwache (1) oder moderate (2) Farbeintensitat in < 5
% der Neovaskulatur und eine schwache (1) Farbeintensitat in > 5 % der
Neovaskulatur wurde der Gruppe ,geringe Expression® (PSMA LI 1)
zugeordnet. Eine moderate (2) Anfarbung in > 5 % der Neovaskulatur und eine
starke (3) Anfarbung der Neovaskulatur wurde der Gruppe ,starke Expression®
(PSMA LI 2) zugeordnet. Diese semi-quantitative Auswertemethode wurde

bereits an anderen Probenkollektiven etabliert.*
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2.1.4 Bestimmung der MikrogefaRdichte
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Abbildung 2: Bestimmung der
MikrogefaRdichte an den
immunhistochemisch gefarbten

Praparaten.

Fur die Korrelation von neovaskularer Expression von PSMA und der Dichte der

tumorassoziierten GefalRe, wurde zunachst die Mikrogefalidichte bestimmt.

Abbildung 2 zeigt exemplarisch die Methodik der Bestimmung. Dafir wurden
die CD31-gefarbten TMAs mit einem digitalen Scanner (Leica SCN400)
automatisiert gescannt (Abbildung 2A). Die Mikrogefalddichte pro TMA-Core

wurde mit Image J (NIH, Maryland, USA) bestimmt und quantifiziert. Bei dem

benutzten Protokoll wurden zunachst die Farbkanale gesplittet und dann die

Umrisse von CD31-positiven Gefalden detektiert (Abbildung 2B). Im Anschluss

wurden Objekte,

die den vordefinierten Kriterien entsprachen

(GroRe,



Rundheit), automatisch fiir die Flache des gesamten TMA-Core (0,785 cm?)
ausgewertet (Abbildung 2C).*’

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

Die Zelllinie Syo-1 (Synovialsarkomzelllinie) wurde in DMEM + GlutaMAX-1 mit
10 % FBS kultiviert. CME (Synovialsarkomzelllinie), 22RV1 und PC-3
(Prostatakarzinomzellinien) wurden in RPMI + GlutaMAX-1 mit 10 % FBS

kultiviert (alle Reagenzien von GIBCO Life Technologies).

2.2.2 Kultivierung von HUVECs
HUVECs wurden in Endothelial Cell Growth Medium + SupplementMix kultiviert.

Das Endothezellmedium setzte sich insgesamt zusammen aus Fetal Calf
Serum (0.02 ml/ml), Endothelial Cell Growth Supplement (0.004 ml/ml)
Epidermal Growth Factor (recombinant human; 0.1 ng/ml), Basic Fibroblast
Growth Factor (recombinant human; 1ng/ml), Heparin (90 pg/ml) und
Hydrocortisone (1 pg/ml). Alle Zellen wurden bei 37°C in einem feuchten Klima
mit 5 % CO, in einem Brutschrank inkubiert und bei subkonfluenter Kultur (ca.
70 % Zelldichte) passagiert.

2.2.3 Herstellung des tumor-konditionierten Mediums

Mit Hilfe der folgenden Zelllinien wurde tumorkonditioniertes Medium (TKM)
hergestellt: Syo-1, CME, 22RV1 und PC-3. Zur Herstellung von TKM wurde die
jeweilige Tumorzellart in Zellkulturflaschen (75 cm?) kultiviert bis sich ein 90-100
% konfluenter Monolayer ausbildete. Mit 15 ml frischem, supplementiertem
Medium wurden die Zellen anschlielend weitere 72 h kultiviert. Danach wurde
das konditionierte Medium abgenommen und bei 1000 rpm fir 10 min
zentrifugiert. Das TKM wurde entweder sofort verwendet oder bei -20°C
gelagert. Das TKM wurde 1:1 mit Endothelial Cell Growth Medium +

Supplement Mix verwendet.
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2.2.4 Inkubation von HUVECs mit TKM
HUVECs wurden mit einer Zellzahl von circa 100.000 in 6-Well-Platten

ausgesat und in einem Verhaltnis von 1:1 in supplementiertem Endothelial Cell
Growth Medium und TKM, welches gemaf der oben erlauterten Theorie PSMA-
induzierende Wachstumsfaktoren enthielt, inkubiert. Nach 96 h wurden die
Zellen mit Trypsin/EDTA abgelost. Es folgten zwei Waschschritte mit
supplementiertem Medium und PBS. Nachfolgend wurden die Zellen fur die

Proteinisolierung und den anschlieRenden Western Blot auf Eis gelagert.

2.2.5 Inkubation von HUVECs mit DMOG

In 6-Well-Platten ausgesate HUVECs wurden bei einer Konfluenz von ungefahr
70 % mit PBS gewaschen und mit Medium ohne Supplemente kultiviert. Diese
Phase des Serumentzugs wurde Uber Nacht aufrechterhalten. Anschlielend
wurde das Medium entfernt und zur Hypoxieinduzierung durch 171 mM DMOG
(Dimethyloxalylglycine, N-(Methoxyoxoacetyl)-glycine-methyl-ester) gelost in
DMSO (Konzentration von DMOG in der DMOG-DMSO-Stock-Lésung: 30
mg/ml) und Endothelial Cell Growth Medium, ersetzt. Bei der Kontrollgruppe
wurde das Medium durch DMSO und Endothelial Cell Growth Medium ersetzt.
Die Inkubationsphase mit diesem Medium betrug 24 beziehungsweise 48 h.
Aus den Zellen wurden anschlieRend Proteinlysate gewonnen, die mittels eines

Western Blots analysiert wurden.

2.3 Methoden der Proteinanalytik

Das folgende Kapitel legt die verwendeten Methoden zur Proteinanalytik dar.

2.3.1 Proteinisolation

Zunachst wurden die 70 — 80 % konfluent gewachsenen Zellen mit PBS
gewaschen und anschlieBend mittels Cell Lysis Buffer (10x) und
Protease/Phosphatase Inhibitor (100x) abgelost. Das gewonnene Proteinlysat

wurde fur 10 min auf Eis inkubiert und dann fur 10 min bei 16.000 rpm und 4°C
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zentrifugiert. Der Uberstand, der die Proteine enthielt, wurde in ein neues
Reaktionsgefald (1,5 ml) Uberfuhrt.

2.3.2 Bradford Assay

Die Proteinkonzentrationsbestimmung der Lysate erfolgte mittels Bradford
Assay. Hierbei wurde 1 pl Proteinlysat in 100 ul Bradford-Reagenz verdunnt
und nach einer 10-minutigen Inkubationsphase im GloMax-Multi Detection

System gemessen.

2.3.3 Gelelektrophorese und Transfer Blotting

Nach erfolgter Konzentrationsbestimmung der Proteinlysate und Versetzen mit
4x Bolt LDS Sample Buffer und 10x Bolt Sample Reducing Agent (beides
Thermo Fisher) wurden die Proben bei 95°C fur 5 min erhitzt. Die Proben
wurden auf ein SDS-Page-Gel (4-12 % Bis-Tris Plus; Invitrogen) aufgetragen.
Pro Well wurden dabei vergleichbare Mengen Protein (zwischen 15-25 ng)
eingesetzt. Die Gelelektrophorese wurde bei 150 Volt fir 80 Minuten
durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte das Transfer Blotting auf eine
Nitrocellulose-Membran bei 20 Volt fur 150 min. Der erfolgreiche Proteintransfer

wurde mithilfe der Ponceau-Rot-Farbung Uberprift.

2.3.4 Antikorperinkubation und Proteindetektion
Die Membranen wurden mit 5 % Trockenmilch/TBST fir 60 Minuten geblockt,

um unspezifische Bindungsstellen zu sattigen. Der Primarantikdrper Prostate
specific membrane antigen (D4S1F; rabbit mAb) wurde in der Verdinnung
1:1000 Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST
wurde der peroxidase-gekoppelte anti-rabbit-Sekundarantikdrper in der
Verdinnung 1:5000 in Trockenmilch/TBST fiur eine Stunde auf die Membran
gegeben. Nach erneutem Waschen mit TBST erfolgte die Detektion mit dem
Signal Fire ECL Reagenz im Molecular Imager ChemiDoc XRS System. Die
Loadingkontrolle der einzelnen Proteinlysate erfolgte durch die simultane
Detektion von GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) der
jeweiligen Proben.
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2.4 Auswertung und Statistik

Zum Vergleich kontinuierlicher, normalverteilter Variablen zwischen zwei
Gruppen wurde der studentische T-Test, zwischen mehr als zwei Gruppen die
Varianzanalyse mit multiplen Gruppenvergleichen (Tukey/Kruskal-Wallis-Test)
durchgefuhrt. Die Untersuchung auf dichotome Variablen erfolgte mittels Chi-
Quadrat- bzw. exaktem Fisher-Test. Fur alle statistischen Analysen wurde die
Software GraphPadPrism (GraphPad, LadJolla, USA) verwendet. Als obere

Grenzschwelle fur Signifikanz wurde ein p-Wert von 0.05 festgelegt.

2.5 Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalien

Die Tabellen 2 bis 4 fassen die verwendeten Gerate, Materialien und

Chemikalien zusammen.

Gerit Hersteller

Autoklav VX-150 Systec GmbH, Deutschland

Binokular-Mikroskop IX73

Olympus Deutschland GmbH,

Deutschland

Glow-Max Multi Detection System

Promega Corporation, USA

Heizblock ThermoMixerC

Eppendorf AG, Deutschland

Immunhistochemischer

Farbeautomat Ventana BenchMark

Ventana Medical System, Ventana,
USA

Invitrogen Novex XCell SureLock
Mini-Cell and XCell Il Blot Module
(SDS-Page)

Thermo Fisher Scientific, USA

Kryo-Gefrierbehalter 5100-0001

Thermo Fisher Scientific, USA
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Leica SCN400 Leica Biosystems NufBloch GmbH,

Deutschland

Mikroskop System IX73 Olympus Deutschland GmbH,

Deutschland

Mini Gel Tank (Blotting) Thermo Fisher Scientific, USA

Molecular Imager ChemiDoc XRS Bio-Rad Laboratories Inc., USA

System

Pipetus Hirschmann Laborgerate GmbH und
Co. KG, Deutschland

Thermal Cycler C1000 Touch Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Vacusafe INTEGRA Biosciences, Schweiz

Vortexer IKA Werke GmbH und Co. KG,
Deutschland

Wasserbad GFL Gesellschaft fur Labortechnik

mbH, Deutschland

Wasserfilteranlage (bidest. H,O) Elix Merck Millipore, Deutschland
5

Wippschuttler, Shaker DRS-12 Neolab, Deutschland

Zentrifuge (5415R, 5804R) Eppendorf AG, Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Material Hersteller

Cryo-Tubes, 1,8 ml Thermo Fisher Scientific, USA
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Desinfektionsmittel pursept A

Xpress

Schulke & Mayr, Deutschland

Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One International
GmbH, Osterreich

HUVEC-c pooled

PromoCell, Deutschland

Pasteurpipetten (150 mm, 230 mm)

Brand GmbH und Co. KG,

Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, Deutschland

Reagiergefale 1,5 mi

Sarstedt, Deutschland

Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Corning incorporated, USA

Zellkulturflasche (250 ml, 75 cm?)

Greiner Bio-One International
GmbH, Osterreich

Tabelle 3: Verwendete Materialien

Chemikalie

Hersteller

0,25 % Trypsin-EDTA

GIBCO Life Technologies, USA

3-Amino-9-Ethylcarbazole

Ventana, Deutschland

Biotinylierte Sekundarantikorper

Ventana, Deutschland

Blotting Grade Goat Anti-Rabbit IgG
(H + L) (Human IgG Adsorbed)
Horseradish Peroxidase Conjugate
(1:5000) in Milch (5 % in TBST)

Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

Cell Lysis Buffer (10x)

Cell Signaling Technology, USA
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DMEM + GlutaMAX-I (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium)

GIBCO Life Technologies, USA

DMSO (Dimethyl Sulfoxide for cell

culture)

AppliChem GmbH, Deutschland

Endothelial Cell Growth Medium +
SupplementMix

PromoCell GmbH, Deutschland

Ethanol (EtOH 100 %)

Carl Roth GmbH & Co.KG,

Deutschland

Fetal Calf Serum

GIBCO Life Technologies, USA

DMOG (Dimethyloxalylglycine N-
(Methoxyoxoacetyl)-glycine-methyl-

ester)

Sigma-Aldrich Corporation, USA

GAPDH (Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase)-
Antikorper

Cell Signaling Technology, USA

Milchpulver Blotting grade, pulv.,

fettarm

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Deutschland

Monoklonaler Anti-CD31-Antikorper
(Klon QBENnd10)

Ventana, Deutschland

Monoklonaler Maus-Anti-PSMA-
Antikoérper (3E6)

Ventana, Deutschland

MOPS SDS Running Buffer (20x)

Thermo Fisher Scientific, USA

Pierce 20X TBS Tween 20 Buffer

Thermo Fisher Scientific, USA

Prostate Specific Membrane Antigen
(D4S1F) Rabbit mAb (1:1000) in

Cell Signaling Technology, USA
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Milch (5 % in TBST)

Protease/Phosphatase Inhibitor Cell Signaling Technology, USA
Cocktail (100x)

RPMI + GlutaMAX-I GIBCO Life Technologies, USA
SignalFire ECL Reagent Cell Signaling Technology, USA
DPBS (Dulbecco’s Phoshpate GIBCO Life Technologies, USA

Buffered Saline)

SignalFire Elite ECL Reagent Cell Signaling Technology, USA

Xylen Carl Roth GmbH & Co.KG,

Deutschland

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien.
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3. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit dargestellt.

3.1 Patientenkollektiv

Bei den untersuchten Proben handelt es sich um 38 Tumorpraparate, die von
37 an einem Synovialsarkom erkrankten Patienten stammen. Die Altersspanne
des Patientenkollektivs lag zwischen neun und 77 Jahren, wobei das
Durchschnittsalter 43,3 Jahre betrug. Zur Untersuchung lagen die Proben von
21 mannlichen (56,8 %) und 16 weiblichen Patienten (43,2 %) vor. Histologisch
lag in 18 Fallen (48,6 %) ein monophasisches, in sieben Fallen (18,9 %) ein
biphasisches und in 12 Fallen (32,4 %) ein nicht differenziertes Synovialsarkom
vor.

Bei den untersuchten Proben handelt es sich um Synovialsarkome
unterschiedlicher Lokalisation. Bei 20 Fallen (54,1 %) handelt es sich um
proximal am Rumpf gelegene Neoplasien in Pharynx, Omentum, Lunge, Leber,
Niere, Becken, Thoraxwand, Schulter, Herz, Bauchdecke und Gesal. 13 Falle
(35,1 %) betrafen Extremitaten (Ful, Ober- und Unterarm, Ober- und
Unterschenkel).

3.2 Detektion von PSMA in vivo

3.2.1 PSMA-Expression in Tumorgewebeproben

Die PSMA-Expression wurde an allen Tumorproben immunhistochemisch

bestimmt. Abbildung 3 zeigt reprasentative Farbeergebnisse.
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Abbildung 3: Reprasentative immunhistochemische Farbeergebnisse der
Studie. In (A) und (D) erkennt man praktisch keine PSMA-Expression
(=negatives Farbeergebnis). In (B) und (E) sieht man eine starke neovaskulare
PSMA-Expression (=positives Farbeergebnis). In (C) ist eine Gegenfarbung mit

Antikérpern gegen CD31 (als Gefalimarker) gezeigt.

Eine geringe PSMA-Expression (PSMA LI 1 siehe Seite 17) wurde in 22,9 %
der Proben in der Neovaskulatur nachgewiesen. Eine starke PSMA-Expression
(LI 2) zeigte sich in 12,5 % der untersuchten Synovialsarkomproben.
Insgesamt wurde in 65,7 % der Proben keine PSMA-Expression in der
Neovaskulatur und somit ein LI von O festgestellt. Zwei Proben waren aufgrund
von unzureichender Qualitat nicht auswertbar (NA). Bei den Tumorzellen selbst
konnte keine PSMA-Expression festgestellt werden. Tabelle 5 zeigt eine
detaillierte fallbezogene Auswertung.
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Intensitat der

Fallnummer sgé?tiile?MA- ESMA-Férbung* :_nadbee):!‘i*nger
Neovaskulatur NZ:)vaskuIatur Neovaskulatur

1 >5% 3 2

2 >5% 3 2

3 <5% 3 2

4 >5% 3 2

5 <5% 2 1

6 <5% 2 1

7 <5% 1 1

8 <5% 1 1

9 <5% 1 1

10 <5% 1 1

11 <5% 1 1

12 <5% 1 1

13-35 0 0 0

36, 37 NA NA NA

Tabelle 5: Immunhistochemisches Expressionsmuster von PSMA in den
Gewebeproben. *Intensitdt der PSMA-Anfarbung: negativ (0), schwach (1 = kaum
wahrnehmbare Farbung bei High-Power-VergréRerung; 400x), moderat (2 = leichte Farbung bei
Low-Power-VergréRerung; 40x), oder stark (3)

**Labelling Index: Eine schwache (1) oder moderate (2) Farbeintensitat in < 5 % der
Neovaskulatur und eine schwache (1) Farbeintensitat in > 5 % der Neovaskulatur wurde der
Gruppe ,geringe Expression® (PSMA LI = 1), wohingegen eine moderate (2) Anfarbung in > 5 %
der Neovaskulatur und eine starke (3) Anfarbung der Neovaskulatur der Gruppe ,starke
Expression* (PSMA LI = 2) zugeordnet wurde; NA: nicht auswertbar.
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3.2.2 Korrelation von PSMA-Expression mit klinischen, histologischen

und genetischen Parametern

Nach der immunhistochemischen Expressionsauswertung wurde gepruft, ob es
mdgliche Zusammenhange zwischen den als PSMA-positiven und -negativen
klassifizierten Tumoren und verschiedenen klinischen, histomorphologischen
und genetischen Parametern vorliegen. Die untersuchten Charakteristika sind in

Abhangigkeit vom PSMA-Expressionsniveau in Tabelle 6 dargestellt.

In der untersuchten Patientengruppe besteht kein Zusammenhang zwischen
Patientenalter und PSMA-Expression, wie es in Abbildung 4 zu sehen ist.
Weiterhin  lieR sich keine Korrelation zwischen den Parametern
Patientengeschlecht, Histologie und Breakpoint der Tumoren und PSMA-

Expression nachweisen.

100+

Alter (Jahre)

Q“"&

Abbildung 4: Vergleich zwischen PSMA-Expression und Patientenalter.

Abbildung 5 zeigt, dass zwischen TumorgroRe und PSMA-Expression der
Trend zu einer hdheren neovaskularen Expression von PSMA in grolReren
Tumoren besteht. Die Grolie eines durchschnittlichen PSMA-positiven Tumors

betrug 2650 cm?, somit das 9,4-fache Volumen eines durchschnittlichen PSMA-
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negativen Tumors, welches 285 cm? betrug. Dieser Zusammenhang war aber
nicht statistisch signifikant (p=0,0935).

10000+ p=0.0935

Tumorvolumen (cm?3)
N £ [+2] =]
o o o o
o o o (=]
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Abbildung 5: Vergleich zwischen PSMA-Expression und Tumorvolumen.

Weiterhin wurde Uberpruft, ob eine Korrelation zwischen der Dichte der
tumorassoziierten Gefalke und deren PSMA-Expression besteht. Die PSMA-
positiven Proben wiesen eine durchschnittliche Mikrogefalidichte von 160,7 +/-
14,7 pro Core auf. Die gemittelte MikrogefalRdichte der PSMA-negativen
Neovaskulatur betrug hingegen nur 67,5 +/- 8,5 pro Core. Dieser Unterschied
war, wie in Abbildung 6 dargestellt, statistisch signifikant. Je hoher die
Gefaldichte ist, desto grofer ist auch die Wahrscheinlichkeit fur PSMA-positive
Gefalde.
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Abbildung 6: Vergleich zwischen PSMA-Expression
MikrogefaRdichte.
Charakteristika PSMA-positiv PSMA-negativ p-Wert
Proben 13 22 -
Alter
Mittelwert 48,2 39,9 0,1186
Median 48 42
Altersspanne 17 - 77 9-68
Geschlecht
Mannlich 10 10 0,0891
Weiblich 3 12
Histologie
Monophasisch 8 9 0.66
Biphasisch 2 4
Nicht 3 9
differenziert
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Breakpoint

SSX1 6 10 0,4341
SSX2 5 4

Nicht 0 6

differenziert

Tumorvolumen 2650 +/- 2304 282 +/- 191 cm?® 0,0935

cm®

MikrogefaRdichte 161 +/- 15 68 +/- 8 < 0,0001
Gefalle/Core Gefalke/Core

Tabelle 6: Korrelation von neovaskularer PSMA-Expression mit
verschiedenen klinischen, histomorphologischen und genetischen

Parametern.

3.3 Detektion von PSMA in vitro

Mithilfe der nachfolgend beschriebenen Experimente wurde anschlielend
versucht, aufbauend auf den vorangegangenen TMA-Beobachtungen, in der
Zellkultur PSMA in HUVECs zu induzieren. Die Detektion von PSMA auf
Proteinebene erfolgte mithilfe von Western Blots. Die Sensitivitat und Spezifitat
des PSMA-(D4S1F)-Antikdrpers wurde anhand von Proteinlysat der PSMA-
positiven Prostatakarzinomzelllinie 22RV1 validiert, welches im Folgenden als

Positivkontrolle diente.

3.3.1 Endogene und induzierte PSMA-Expression in HUVECs

Zunachst wurde mittels Western Blot Analyse nachgewiesen, dass HUVECs
keine endogene PSMA Expression aufweisen (Abbildung 7). Wie weiterhin
dargestellt, konnte PSMA auch in den mit TKM-inkubierten HUVECs nicht

nachgewiesen werden.
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Abbildung 7: Western Blot HUVECs-Inkubation mit TKM.

3.3.2 Kultivierung der HUVECs mit DMOG

HUVECs wurden dber 24 h beziehungsweise 48 h mit DMOG
(Dimethyloxalylglycine N-(Methoxyoxoacetyl)-glycine-methyl-ester) und
entsprechendem HUVEC-Medium inkubiert. DMOG ist ein zellgangiger Prolyl-4-
Hydroxylase-Inhibtor, welcher HIF (hypoxie-induzierbarer Faktor) intrazellular
hochreguliert. Uber diesen chemischen Mechanismus wird in der Zelle Hypoxie
simuliert. Anschliefend wurde das HUVECs-Proteinlysat mittels Western Blot
auf PSMA untersucht. Bei der Auswertung des Western Blots wurde, wie in
Abbildung 8 zu sehen ist, kein PSMA in den Proteinlysaten der mit DMOG

inkubierten HUVECs nachgewiesen.

HUVEC
]
© O
'g o o
& E E -
E s 5 B
S ~ - &

W | PSMA 100 kDa

TR WS GAPDH 37 kDa
Abbildung 8: Western Blot HUVECs-Inkubation unter Hypoxie.
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4. Diskussion

PSMA (prostataspezifisches Membran-Antigen) ist ein transmembranares
Oberflachenmolekul mit organspezifischen enzymatischen Eigenschaften. Das
Molekul wird physiologisch in Zellen der Prostata exprimiert.35 Eine starke
Zunahme der PSMA-Oberflachenmolekile findet bei einer karzinomatésen
Umwandlung des Prostatagewebes statt und korreliert mit einem PSA-
Anstieg.61'62 Seit kurzer Zeit wird Radionuklid-konjugiertes-PSMA in der
urologischen Nuklearmedizin zu diagnostischen und therapeutischen Zwecken
bei Patienten mit einem metastasierten Prostatakarzinom eingesetzt (sog.
,PSMA-Therapie*).%>

Aktuellere Studien konnten PSMA auch in der tumorassoziierten Neovaskulatur
von epithelialen Tumoren (Karzinomen), neuroendokrinen Tumoren,
mesenchymalen Tumoren (Weichgewebstumoren) sowie in malignen
Melanomen®” und Gliomen® wie dem Glioblastoma multiforme®® nachweisen.

66,67, N iereS5,56,67 und

Unter den Karzinomen wurde dieser Effekt fur Pankreas
Blase**®’, Schilddriise®®, Mamma®2, Ovar, Cervix und Endometrium® und
Lunge’® nachgewiesen. Der genaue Mechanismus dieser Uberexpression ist
noch unverstanden, eine Rolle von VEGF und anderen Angiogenesefaktoren
wird jedoch diskutiert; es wird vermutet, dass PSMA fur die Invasion von

Endothelzellen im Rahmen der GefaRneubildung benétigt wird.”" "2

Prinzipiell ergibt sich aus der Expression die Fragestellung, ob die PSMA-
Expression auch bei anderen Tumoren als dem Prostatakarzinom fir

diagnostische und/oder therapeutische Zwecke genutzt werden kann.

Lange Zeit war  hinsichtlich der Expression von PSMA bei
Weichgewebstumoren nur wenig bekannt. In  Muinster gibt es ein
Referenzzentrum fir Weichgewebs- und Sarkompathologie und es kann auf
eine grofRe Kohorte von bereits klassifizierten, teilweise sehr seltenen Tumoren

/.47

zurtckgegriffen werden. Kurzlich untersuchten Heitkotter et al.”’, ob es bei

Weichgewebstumoren und Sarkomen eine Expression von PSMA gibt. Eine
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Tumorzellexpression konnte nicht nachgewiesen werden, jedoch gab es haufig
eine PSMA-Expression in der Neovaskulatur der Tumore. Hierbei zeigte sich,
dass der Anteil stark PSMA-exprimierender tumorassoziierter Gefalke beim

Synovialsarkom am hochsten war.

Beim Synovialsarkom handelt es sich um einen malignen Weichgewebstumor,
der vor allem junge Erwachsene mit einem durchschnittlichen Diagnosealter
von 35 Jahren betrifft.”® Die Frilh- und Spatmetastasierungsrate ist beim
Synovialsarkom relativ hoch, wobei die Therapiemdglichkeiten, abgesehen von
einer RO-Resektion bei lokalem Tumor, und deren Effektivitat sehr begrenzt
sind.”* Auf Grundlage der oben genannten Forschungsergebnisse von
Heitkotter et al*’ ist die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation, die

neovaskulare PSMA-Expression bei Synovialsarkomen zu charakterisieren.

Im ersten Teil der hier vorliegenden Dissertation sollte daher an einer neuen
Fallkohorte von Patienten mit einem Synovialsarkom (n=37) die Expression von
PSMA und CD31 in tumorassoziierten GefalRen untersucht und mit den klinisch-
pathologischen Daten korreliert werden. Dieses neu erstellte Kollektiv (n=37)
war hinsichtlich seiner Altersverteilung (neun - 77 Jahre), der
Geschlechterverteilung (21 mannliche und 16 weibliche Erkrankte) gemal einer
grolRangelegten amerikanischen Studie von 1983 bis 2005 als reprasentativ fur

eine durchschnittliche Patientengruppe des Synovialsarkoms anzusehen.”

Zunachst wurde die MikrogefalRdichte mittels Micro Vessel Density Assessment
bei den Synovialsarkomproben gemessen. Anschlieend wurden die
Ergebnisse mit der PSMA-Expression korreliert. Hierbei konnte eine signifikante
Korrelation zwischen zunehmender GefalRdichte und zunehmender PSMA-
Expression in tumorassoziierter Neoangiogenese ermittelt werden. Dieses
Ergebnis kann darauf hinweisen, dass die Tumorzellen Uber eine Art ,Crosstalk”
mit Endothelzellen in Verbindung stehen. Mdglicherweise sind die Krebszellen
also in der Lage, in der Neovaskulatur plastische Veranderung auszuldsen.

i 76

Pinto et al.”” wiesen schon 1996 nach, dass PSMA eine Folat-Hydrolase-
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Aktivitat aufweist. Dieser Folat-Hydrolase-Aktivitat von PSMA maflen Samplaski
et al.”” und Pinto et al’® eine entscheidende Rolle zur Entstehung von
Neovaskulatur bei verschiedenen Subtypen des Blasenkarzinoms bei. Die
Autoren gehen davon aus, dass PSMA als Mediator fungiert, der dazu anregt,
dass Gefalzellen, welche sich in der Umgebung der Tumorzellen befinden,
besser aussprossen und proliferieren konnen. Dies deckt sich mit der von uns
beschriebenen Beobachtung, dass sich bei erhdéhter PSMA-Expression eine
signifikant erhdhte Mikrogefalidichte im Micro Vessel Density Assessment

nachweisen lasst.

Zusatzlich wurde die immunhistochemische PSMA-Expression in den einzelnen
Proben mit verschiedenen Patientendaten und Gewebeparametern wie Alter
und Geschlecht des Patienten sowie Grofde, Typ des genetischen Breakpoints
und Histologie des Tumors in Relation gesetzt. Bei der statistischen
Auswertung zeigte sich folgender Trend: groRere Tumoren induzierten eher
PSMA in der Neovaskulatur als kleinere. Hierfir ursachlich lasst sich vermuten,
dass bei den untersuchten gro3eren Tumoren es sich auch gleichzeitig um
Tumoren handeln konnte, die besonders schnell wachsen. Dies hat
maoglicherweise zur Folge, dass die Tumorzellen sowie die umliegenden und im
Tumor lokalisierten Endothelzellen durch die schnelle Tumorproliferation nicht
ausreichend mit Sauerstoff versorgt werden. Folglich werden die Endothelzellen
- getriggert durch Hypoxie - dazu angeregt, PSMA zu exprimieren. Dies fuhrt
dann zu einer veranderten Gefallaussprossung. Diesen Zusammenhang, dass
Hypoxie zu einer erhdhten PSMA-Expression und folglich zu einer veranderten
GefaRaussprossung Endothelzellen fiihrt, konnten auch Grant et al.”” in ihrem
Versuch bei okularer Gefal3neubildung zeigen. Die Arbeitsgruppe benutzte ein
sauerstoff-induziertes Retinopathie-Modell. Hierbei wurde unter hypoxischen
Bedingungen zunachst ein Abfall an retinaler PSMA mRNA festgestellt, nach
einiger Zeit der relativen Hypoxie jedoch ein steter Anstieg dieser mRNA.
Anschlieend wurde die Gefalbildung unter diesem Zustand der relativen
Hypoxie in PSMA-Null-Mausen beobachtet. Diese bildeten normales retinales

Gefalkgewebe aus. PSMA-Wildtyp-Mause jedoch zeigten eine veranderte
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GefalRaussprossung. Bei ihnen fand vor allem in der retinalen Peripherie ein
ubermalliges Wachstum an weniger physiologisch geformten und nicht
funktionellen GefaRen. Es kann daher angenommen werden, dass PSMA in der
pathologischen angiogenen Antwort der Endothelzellen eine zentrale Rolle
spielt. Der Mangel an PSMA in den PSMA-Null-Mausen fihrte gemal den
Untersuchungen nicht zu einer Mangelproduktion an proangiogenen Faktoren
(wie beispielsweise VEGF) als Antwort auf die Hypoxie. Die Autoren kommen
zu dem Ergebnis, dass die abgeschwachte pathologische Angiogenese in
PSMA-Null-Mausen  Resultat eines  endothelzell-intrinsischen  VEGF-

unabhangigen Defekts ist.

Auch Conway et al’? beschreiben PSMA als wichtigen Mediator in der
Neoangiogenese. Diese Forschungsgruppe untersuchte Endothelzellen von
Wildtyp- bzw. PSMA-Null-Versuchstieren. Dies wurde anhand eines in vitro
Migrationsassays sowie anhand von in vivo Migrationsstudien demonstriert.
Hier migrierten die Wildtyp-Endothelzellen signifikant schneller als die PSMA-

Null-Gefalkzellen.

Im nachsten Versuchsteil der Dissertation sollten die morphologischen
Beobachtungen anhand der von meiner Arbeitsgruppe angenommenen
zugrundeliegenden Hypothesen im in vitro Modell nachgestellt werden. Ziel war
es, einen Zusammenhang zwischen wachstumsfaktor- beziehungsweise
hypoxie-stimulierten HUVECs und der daraus resultierenden Expression von
PSMA nachzuweisen. Nach Etablierung zweier Zellkulturmodelle wurde
versucht, die Interaktion zwischen Tumor- und Endothelzellen in der Zellkultur

nachzustellen.

Das erste Zellkulturmodell bezog sich auf die These, dass Tumorzellen an ihre
Umgebung Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel VEGF abgeben. Diese
induzieren dann in den umliegenden Gefalzellen PSMA, was zu einer
vermehrten Proliferationsfahigkeit der Gefalzellen fuhrt. Als Tumorzellen

dienten zwei verschiedene Synovialsarkom-Zelllinien, welche fur drei Tage mit
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demselben Medium inkubiert wurden. Nach der langen Inkubationszeit sollten
sich Wachstumsfaktoren in dem abgenommenen, tumorkonditionierten Medium
(TKM) befinden. Mit diesem Medium erfolgte die HUVEC-Inkubation und
anschlieend die Untersuchung des Proteinlysates auf PSMA per Western Blot.
In keiner der mit den verschiedenen mit TKM inkubierten HUVECs-Zelllinien
war jedoch PSMA nachweisbar. Nguyen et al.*® beschreiben eine Induktion von
PSMA in HUVECs unter anderem fur die Prostatakarzinomzelllinie PC-3. Wir
nutzten auch diese Zelllinie um ein TKM zu erhalten. Aber auch mit dem TKM
dieser Zelllinie konnte keine PSMA-Induktion festgestellt werden. Dies liel} die
Schlussfolgerung zu, dass die Induktion von PSMA in HUVECs nicht auf
einzelne Faktoren, sondern auf ein hochkomplexes Zusammenspiel aus der
Kombination von mehreren stimulierenden Faktoren zurlickzuflhren ist. Nguyen
et al.?® nutzten ein spezielles Matrigel fiir ihre Inkubation. Die Autoren
beschreiben, dass sich hier Endothelzellen zu kleinen Schlauchen (Tubes)
formieren kdnnen. Moglicherweise sind HUVECs nur in dieser Tube-Formation
fahig, durch Wachstumsfaktoren stimuliert zu werden und PSMA zu

exprimieren.

Im zweiten Zellkulturmodell der vorliegenden Arbeit wurde daher versucht,
HUVECs durch Inkubation unter Hypoxiebedingungen zu einer PSMA-
Expression zu stimulieren. Hierflir wurde chemisch ein hypoxischer Zustand
durch Zufugen von DMOG zum Medium der Sarkomzellen hergestellt. Dieser
Versuch erfolgte aufgrund der Theorie, dass vor allem bei schnell wachsenden
Tumoren im menschlichen Koérper ein hypoxischer Zustand zu finden ist, da die
tumorversorgenden Gefallzellen nicht mit dem raschen Wachstum des
Tumorvolumens ,mithalten® konnen und der Tumor somit einen Mangel an
Sauerstoff und Nahrstoffen hat. Auch mit diesem Versuch lie3 sich jedoch kein
PSMA nachweisen. Moéglicherweise liegt die fehlende Reaktion auch hier daran,
dass HUVECs nur in einer Tube-Formation (d.h. in einem speziellen Matrigel-
Assay) fahig sind, durch Wachstumsfaktoren stimuliert zu werden und PSMA zu

exprimieren.
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Auch wenn im Rahmen dieser Doktorarbeit ein Crosstalk zwischen
Endothelzellen und Tumorzellen in Synovialsarkomen nicht weiter aufgeklart
werden konnte, so konnte immunhistochemisch eine PSMA-Expression in der
tumorassoziierten Neovaskulatur von 34 % nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung sowie der Zusammenhang zwischen hohen PSMA-Werten und
einer hohen Gefalidichte lassen maoglicherweise auf zukunftige Diagnose- und

Therapieoptionen bei Synovialsarkomen schliel3en.

Bei metastasierten Prostatakarzinomen wird bereits eine Radioligand-Therapie
mit (z.B. Lu-177-PSMA-617) als neuartige Therapie fur metastasierte Prostata-
Karzinome getestet.”® Eine solche Therapie scheint nach neuesten
Untersuchungen nur geringe Nebenwirkungen zu haben und relativ sicher zu
sein. Die Therapie fuhrte in 70 % der Falle zu einem fallenden PSA-Wert im
Sinne einer einer biochemischen (Partial-)Remission. Guler et al.”
untersuchten retrospektiv die Effektivitat und Toxizitat von Ga-68-PSMA-HBED-
CC, einer PET-CT-gesteuerten Radiotherapie von oligometastasierten
Prostatakarzinomen. Hierbei konnte eine niedrige Rate an Lokalrezidiven, eine
niedrige Toxizitdt und ein gutes progressionsfreies Uberleben festgestellt
werden. Dies deutet auf eine potentielle zukunftige Behandlungsmdglichkeit
eines oligometastasierten Prostatakarzinoms durch die GA-68-PSMA PET-CT
gesteuerten Radiotherapie hin. Emmett et al.%® betrachten die PSMA-Therapie
in einer Metastudie bezuglich Ansprechrate, Toxizitat und Sicherheit als
zukunftige und nicht mehr wegzudenkende Therapiemethode beim
fortgeschrittenen Prostatakarzinom, sobald weitere kontrolliert randomisierte

Studien durchgeflihrt werden.

Zwei kurzlich durchgefihrte Studien evaluierten eine PSMA-Therapie in
verschiedenen anderen soliden Tumoren als dem Prostatakarzinom. In einer

1.8 ob die tumor-assoziierte

Phase | Studie untersuchten Milowsky et a
Neovaskulatur mit einem Radionuklid beladenen Antikdrper als therapeutisches
Ziel anvisiert werden kann. Wenngleich hier die Daten der visualisierenden

Bildgebung vielversprechend waren (7/10 Nierenzellkarzinome, 4/4 kolorektale

37


https://paperpile.com/c/14N53W/MmDbM+iegI6
https://paperpile.com/c/14N53W/ZQrJd
https://paperpile.com/c/14N53W/bdPvd
https://paperpile.com/c/14N53W/pVWoX

Karzinome, 3/3 Lungenkarzinome, 1/1 Blasenkarzinom, 3/3
Pankreaskarzinome, 1/1 malignes Melanom zeigten eine Expression), so
konnte durch die Behandlung keine objektivierbare Tumorregression
nachgewiesen werden. Eine weitere Phase | — Studie evaluierte ein gegen
PSMA gerichtetes Docetaxel-gekoppeltes Nanopartikel (BIND-014).2" In einigen
Fallen (z.B. bei einer Patientin mit einem Zervixkarzinom) konnte hier ein
Ansprechen auf die Therapie gezeigt werden. Insgesamt wurde BIND-014 gut

toleriert und wies eine vorhersehbare und gut zu handhabende Toxizitat auf.

Fur Sarkome gibt es nach derzeitiger Datenlage noch keine Evaluation einer
mdglichen PSMA-Therapie. Insgesamt stellt sich die Gruppe der Sarkome
bezlglich molekularer Genese, Histologie, Klinik und Therapieansprechen sehr
heterogen dar. Dies macht die Behandlung von Sarkomen derzeit immer noch
sehr schwer.%?

Fur Patienten, die am Weichgewebssarkom leiden, stellt die chirurgische
Resektion fakultativ in Kombination mit Radiotherapie eine Chance auf Heilung
dar, wobei fast die Halfte rezidivierend erkrankt.®® Die Finf-Jahres-
Uberlebensrate betragt bei makroskopischer Metastasierung 10 — 20 % und das
mittlere Uberleben liegt bei 11 Monaten.®* Der Nutzen der Behandlung mit
Chemotherapeutika ist momentan noch sehr limitiert und fuhrt Ublicherweise
nicht zur Kuration sondern wird als palliative Behandlung eingesetzt. Au3erdem
ist der Einsatz von Chemotherapeutika kontrovers und kritisch zu sehen, da in
fortgeschrittenen Weichgewebstumoren die Ansprech-Rate nicht von denselben
Faktoren bestimmt wird wie die Gesamtiiberlebensrate.®®> Chemotherapeutika
der Wahl sind Doxorubicin, wobei auch hier bei fortgeschrittenen
Weichgewebstumoren die mittlere Uberlebenszeit bei 12,8 Monaten liegt (bei
Kombinationstherapie mit Dovorubicin und Ifosfamid ist diese Zeit nicht
signifikant erhoht).®® Auch die Ansprechrate mit 25 % ist hier sehr gering. Bei
Nicht-Ansprechen auf diese Therapie steht als second-line noch die
Kombination aus Gemcitabine und Docetaxel zur Verfugung. Bei weiterhin
fehlendem Therapieansprechen sind die chemotherapeutischen

Behandlungsmdglichkeiten weitgehend ausgeschopft.
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Zusammenfassend stellen die aktuell verfiUgbaren Therapiemethoden bei
Weichgewebssarkom (einschlielilich des Synovialsarkoms)  weder
vielversprechende Chancen auf Ansprechen der Patienten dar, noch zeigen sie
sich ausreichend effektiv. Unter diesen Gesichtspunkten erscheint es sinnvoll,

mogliche therapeutische Alternativen weiter zu untersuchen.

Auch wenn im Rahmen dieser Doktorarbeit ein Crosstalk zwischen Endothel-
Zellen und Tumorzellen in Synovialsarkomen nicht weiter aufgeklart werden
konnten, so konnte doch immunhistochemisch eine PSMA-Expression in der
tumorassoziierten Neovaskulatur von 34 % der untersuchten Synovialsarkome
nachgewiesen werden. Weiterhin lie} sich eine Assoziation zwischen erhdhter
PSMA-Expression und hoher Mikrogefalddichte nachweisen. Dieser
Zusammenhang legt nahe, dass Sarkomzellen und GefalRzellen Uber eine Art
,Crosstalk® in Verbindung stehen. Potentiell stellt diese Verbindung auch einen
Angriffspunkt mittels antiangindéser Radioligand-Therapien dar. Grundsatzlich
erscheint es daher maoglich, dass auch Patienten mit einem Synovialsarkom von
einer PSMA-gerichteten Therapie profitieren konnten. So stellen die oben
angesprochenen auf PSMA-Antikorpern  basierten  Diagnose- und
Therapieoptionen nach weiterer ausflhrlicher Testung auf Wirksamkeit,
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik sowie Neben- und Wechselwirkungen

zukiinftig potentielle Methoden in der antiangiogenen Therapie dar.®®
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