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V. Beitrag zu den Veroffentlichungen

Beitrag zu Paper |

Um die gegebenen Fragestellungen zu bearbeiten, habe ich nach intensiver Literatur-
recherche das Studiendesign erarbeitet. Die konzeptionelle Ausarbeitung der Versuche
umfasste unter anderem die Festlegung der Anzahl der Versuchstiere, die Auswahl des
Mausmodells und der Tumorlinien basierend auf Literaturrecherche und Expertenge-
sprachen, die Auswahl des Tracers, die Planung von Kontrollversuchen und die Ausar-
beitung des Terminplans inklusive der terminlichen Koordination mit den kooperierenden
Arbeitsgruppen.

Die Uberwachung der Versuchstiere, Positronen-Emissions-Tomographien (PET), Kon-
trollversuche, Anfertigung der Gewebeschnitte, Computertomographien, Autoradiogra-
phien und Zellkulturversuche wurden selbststandig durch mich oder gemeinsam mit den
Kolleginnen und Kollegen der Arbeitsgruppe durchgefihrt.

Die PET, Autoradiographien, Farbungen und Zellkulturversuche habe ich quantitativ und
qualitativ ausgewertet und interpretiert.

Das Manuskript zur Publikation der Ergebnisse habe ich angefertigt und gemeinsam mit
den Ko-Autoren finalisiert.

Dr. med. Adrien Holzgreve war an der Erarbeitung des Studiendesigns, der Versuchs-
durchflihrung, der Auswertung und Interpretation und der Erstellung des Manuskriptes
in gleichem Male beteiligt, was durch die geteilte Erstautorschaft bertcksichtigt wurde.

Beitrag zu Paper I/

Fir diese Publikation habe ich die Literaturrecherche zur Vorbereitung der Studie und
Erarbeitung der detaillierten Fragestellung unterstitzt. Ich habe die PETs ausgewertet
und war an der statistischen Auswertung und Interpretation der Ergebnisse und Analyse
der Uberlebenskurven beteiligt. Das Manuskript habe ich fiir die Publikation tiberarbeitet.
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VL. Einleitung

VLI. Ubergeordnete Fragestellung

Hochprazise Diagnostik und innovative Therapieformen sind zwingend notwendig, um
die Uberlebenschancen von Glioblastompatient*innen zu verbessern. Die Nuklearmedi-
zin halt mit der molekularen Bildgebung mittels Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) und der Radioligandentherapie (RLT) diagnostische und therapeutische Optionen
bereit, die dazu beitragen kénnen. Die vorliegende Promotionsarbeit evaluiert, ob das
auf dem Endothel der Neovaskularisierung exprimierte Prostata-spezifische Membran-
Antigen (PSMA) als Zielstruktur zur Bildgebung mittels PET und Radioligandentherapie
bei Glioblastompatient*innen beitragen kann. Kirchner et al. [1] (Paper ) evaluieren dazu
die PSMA-PET Bildgebung in-vivo im Mausmodell. Holzgreve et al. [2] (Paper Il) analy-
sieren den prognostischen Zusammenhang zwischen PSMA-Expression, Vaskularisie-
rung und Gesamtuiberleben von Glioblastompatient*innen bei Erstdiagnose und Rezidiv.

VLII. Das Glioblastom

Das Glioblastom ist mit einer Inzidenz von 3,21 Fallen pro 100 000 Einwohner*innen
(USA 2012-2015 [3]) der haufigste maligne Tumor des zentralen Nervensystems (ZNS)
[3]. Der hochaggressive Tumor stellt aufgrund der raschen Progredienz, die haufig von
stark einschrankenden neurologischen und psychischen Defiziten begleitet ist, fur die
Patient*innen und deren Angehdrige als auch fir das Behandlungsteam eine grof3e Her-
ausforderung dar [4]. Zum interdisziplindren Therapieregime gehéren gemaf aktueller
Leitlinie der European Association of Neuro-Oncology (EANO) die chirurgische Tumor-
resektion, Strahlentherapie und die adjuvante Chemotherapie mit Temozolomid [4].
Trotz dieser aggressiven Therapieoptionen, die meist kombiniert werden, liegt das me-
diane Gesamtuberleben bei nur 10 Monaten mit einer 2-Jahres-Gesamtuberlebensrate
von etwa 20% (Daten des deutschen Krebsregisters der Jahre 2005 — 2014) [5].

Wesentliche Erfolge wurden in den letzten Jahren in der molekularbiologischen Charak-
terisierung der Tumore des zentralen Nervensystems erzielt. Die Definition der Tumore
des zentralen Nervensystems unter Einbeziehung molekularbiologischer Marker hat be-
reits in der vierten Edition der WHO-Klassifikation der Tumoren des zentralen Nerven-
systems deutlich an Bedeutung gewonnen und ist ein Paradigmenwechsel in der Neu-
roonkologie mit Implikationen fir das klinische Management [6, 7]. In der finften und
aktuellsten Edition der WHO-Klassifikation der Tumoren des ZNS werden Glioblastome
als diffuse Astrozytome und, neben weiterer molekularbiologischen Eigenschaften, ins-
besondere durch fehlende Mutationen im IDH1/IDH2 Gen (IDH wild type) und Histon H3
Gen (H3.3 G34 wild type) definiert [8]. Die genaue molekularbiologische Charakterisie-
rung hat prognostische und pradiktive Relevanz und ermoglicht es, Patient*innen effek-
tiver der fUr sie am besten geeigneten Therapieform zuzufihren [7].
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Daruber hinaus wurden seit der Einfihrung der kombinierten Radiochemotherapie mit
Temozolomid im Jahr 2005 [9] zwar zahlreiche Ansatze zu neuen Therapieoptionen ver-
folgt, die jedoch bisher keine substanziellen Vorteile gegenliber den etablierten Thera-
pien zeigen [10]. Die Suche nach neuen Therapieformen ist daher dringend notwendig,
um die Uberlebenschancen von Glioblastompatient*innen zu verbessern. Das im
Glioblastom exprimierte Prostata-spezifische Membran-Antigen kdnnte eine geeignete
Zielstruktur fir neue Therapieformen sein und ist in der Nuklearmedizin insbesondere
als therapeutisches Target fur eine RLT interessant [11].

VLIIl. Das Prostata-spezifische Membran-Antigen

Das Typ-ll-Transmembranprotein PSMA [12] ist als Tumormarker und Zielstruktur fir
Therapie und Diagnostik seit dem Ende der 1980er-Jahre Gegenstand intensiver For-
schung verschiedener Fachrichtungen. Neben dem Prostatakarzinom findet sich PSMA
auch in zahlreichen anderen Tumorentitaten, unter anderem im Glioblastom. Die spezi-
elle Eignung des PSMAs als Zielstruktur flr neue diagnostische und therapeutische An-
satze ergibt sich aus der spezifischen Expression im malignen Gewebe und gleichzeitig
limitiertem Vorkommen im gesunden Gewebe.

Physiologische PSMA-Expression

Wie der Name unschwer vermuten lasst, wird PSMA in benignem Gewebe physiologisch
in der Prostata, genauer auf den Epithelzellen, exprimiert [13-16]. Die Expression ist
jedoch nicht auf die Prostata beschrankt und PSMA findet sich darlber hinaus unter
anderem auch im Jejunum (Burstensaum), in proximalen Tubuluszellen der Niere und in
Astrozyten des zentralen Nervensystems [17-20].

PSMA-Expression in malignem Gewebe und im Glioblastom

Horoszewicz et al. [14] konnten 1987 im Serum muriner Xenograft-Modelle der haufig
verwendeten humanen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the
Prostate) erstmalig den hoch affinen monoklonalen Antikérper 7E11-C5 gegen das bis
dahin in der Prostata noch unbekannte PSMA nachweisen. Die darauf aufbauende For-
schung der kommenden Jahre bestatigt die regelhafte Expression von PSMA im Pros-
tatakarzinomgewebe [13, 21, 22]. PSMA dient in der Urologie bereits heute als thera-
peutisches Target und fiihrte zur erfolgreichen Implementierung einer Radioligandenthe-
rapie mit PSMA-Antagonisten bei Patienten mit kastrationsresistenten Prostatakarzino-
men [23, 24].

Bereits Ende der 1990er-Jahre stellte man fest, dass PSMA auch in Gliomen und insbe-
sondere dem Glioblastom zu finden ist [25-27]. Nomura et al. [28] und Saffar et al. [29]
konnten zeigen, dass die Expression dabei mit der Malignitat der Tumore korreliert: Low-
Grade Gliome (WHO-Grad I-Il, z. B. Low-Grade Astrozytome) zeigen keine oder allen-
falls moderate PSMA-Expression im Tumorgewebe, wobei die gut vaskularisierten
Glioblastome (WHO-Grad V) intensive PSMA-Expression auf den Epithelzellen der Ne-
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ovaskularisierung zeigen [28, 29]. Zwar bestatigen zahlreiche Publikationen die prinzipi-
elle PSMA-Expression in Gliomen, aber aus noch ungeklarten Grinden unterscheidet
sich die Intensitat der Expression teilweise deutlich [26-28, 30].

Interessanterweise findet sich PSMA nicht nur im Prostatakarzinom und Glioblastom,
sondern auch in malignem Gewebe anderer Karzinome [25]. Dazu gehéren unter ande-
rem Nierenzellkarzinome [31, 32], Lungenkarzinome [33], Mammakarzinome [34] und
Speicheldriisenkarzinome [35]. Ahnlich wie beim Glioblastom und im Gegensatz zum
Prostatakarzinom wird PSMA in den meisten nicht-prostatischen Tumorentitaten nicht
nur auf den Tumorzellen selbst, sondern auch auf den Epithelzellen der Neovaskulari-
sierung exprimiert [25]. Die PSMA Uberexpression verschiedener Tumorentitaten ist
nicht nur in der Nuklearmedizin Gegenstand intensiver Forschung und gilt in verschie-
denen Fachrichtungen als vielversprechende Zielstruktur fir neue therapeutische und
diagnostische Ansatze.

Physiologische PSMA-Funktion

Enzymatisch ist PSMA eine Peptidase mit Hydrolase-Aktivitat [12]. Forschungshistorisch
wurde PSMA im ZNS und in der Prostata unabhangig voneinander entdeckt. So ist zu
erklaren, dass PSMA synonym auch als Glutamatcarboxypeptidase Il (GCPII), N-Acetyl-
L-aspartyl-L-glutamatpeptidase | (NAALADase 1) oder Folathydrolase bezeichnet wird,
obwohl es sich jeweils um dasselbe Protein handelt. Die Bezeichnungen entsprechen
den enzymatischen Funktionen in bestimmten Geweben: Die synonymen Bezeichnun-
gen GCPII und NAALADase entsprechen der enzymatischen Funktion im ZNS. Hier ka-
talysiert GCPII die Hydrolyse des Neurotransmitters N-Acetyl-Aspartyl-Glutamat (NAAG)
zu N-Acetylasparaginsaure (NAA) und Glutamat und inaktiviert NAAG [18, 19, 36]. Der
Neurotransmitter NAAG ist nach Glutamat und GABA (Gamma-Amino-Buttersaure) der
am haufigsten vorkommende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem und spielt
unter anderem eine bedeutende Rolle in der Glutamatregulation des ZNS [37, 38]. PSMA
wird im Darm als Folathydrolase bezeichnet und ist dazu in der Lage, Folsdure-Polyglu-
tamat zu spalten und die entstehende freie Folsaure tber den Birstensaum zu resorbie-
ren [39].

PSMA in der Pathogenese neurologischer Erkrankungen

Die Forschung der letzten 20 Jahre zeigt, dass das Zusammenspiel von GCPIl und
NAAG eine Rolle in der Pathogenese von Schlaganfallen, traumatischen Hirnschaden,
peripheren Neuropathien, amyotropher Lateralsklerose, Schizophrenie und in der Anal-
gesie spielt [40-42]. Zentrale Stellschraube ist die Erhéhung des in hohen Konzentratio-
nen neurotoxischen Glutamats im synaptischen Spalt durch zwei Mechanismen: Zum
einen erhoht die auf Astrozyten exprimierte GCPII die Glutamatkonzentration durch die
Hydrolyse des Substrates NAAG in NAA und Glutamat [43], zum anderen vermindert
NAAG selbst wiederum die Glutamatsekretion in den synaptischen Spalt Gber den inhi-
bitorischen prasynaptischen metabotropen mGIuR3 Rezeptor [40]. NAAG ist bei erh6h-
ter GCPII Expression entsprechend vermindert [44]. Das freie Glutamat im synaptischen
Spalt wird dann zellular aufgenommen und wirkt proapoptotisch und ist so zumindest
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mitverantwortlich flir die Pathogenese der genannten neurologischen Erkrankungen
[45]. Dieser Zusammenhang zwischen GCPIl und Glutamat legt nahe, dass eine Inhibi-
tion der GCPIl womdglich einen neuroprotektiven Effekt haben kdnnte. Tatsachlich
konnten Slusher et al. [46] bereits gegen Ende der 1990er-Jahre zeigen, dass die Be-
handlung von Ratten mit dem GCPII-Inhibitor 2-PMPA (2-(Phosphonomethyl)-pentandi-
carbonsaure) in einem Schlaganfallmodell das Ausmal der Hirnschadigung verringert.
In den folgenden Jahren konnten der neuroprotektive und antiapoptotische Effekt der
GCPIl-Inhibition in-vitro und im Tiermodell bestatigt werden [47-49] und fuhrte in jungster
Zeit zur intensivierten Suche und Entwicklung geeigneter Wirkstoffe zur effektiven
GCPIllI-Inhibition [50]. Auch bei traumatischen Hirnschaden und amyotropher Lateralskle-
rose scheint eine GCPII-Inhibition den Krankheitsverlauf positiv zu beeinflussen und ver-
ringert neuronale Zellschaden [51-53]. Diese Erkenntnisse sind die Grundlage vielver-
sprechender Therapieoptionen, die in den kommenden Jahren in klinischen Studien
Uberprift werden.

PSMA in der Karzinogenese

PSMA ist nicht nur als Tumormarker, sondern auch funktionell fir die Karzinogenese
relevant. Hier steht ebenfalls die Rolle von GCPII fir den Glutamatstoffwechsel im Mit-
telpunkt: Glioblastome nutzen a-Ketoglutarat, das aus Glutamat entsteht (katalysiert
durch die Glutaminase und die Glutamatdehydrogenase), als eine Energiequelle fur das
Tumorwachstum. a-Ketoglutarat wird dem Citratzyklus als Substrat zur Energiegewin-
nung zugeflhrt. Ein Phanomen das auch als Glutamin Addiction bezeichnet wird [54-
56].

Nguyen et al. [57] konnten zeigen, dass NAAG, das in Glioblastomen in weitaus hdherer
Konzentration vorkommt als in Low-Grade Gliomen, als Reservoir fur Glutamat fungiert
und bei Bedarf durch GCPII hydrolysiert und zur Energiegewinnung bereitgestellt wer-
den kann. Therapieansatze, die auf der verminderten Bereitstellung von Glutamat durch
die Blockade der Glutaminase basieren, sind durch diese zusatzliche GCPIl-abhangige
Glutamatquelle weniger wirksam [57]. Analog dazu haben Versuche an Tiermodellen mit
Ovarialkarzinomen gezeigt, dass eine GCPII-Inhibition das Tumorwachstum verlangsa-
men und die Glutamatkonzentration verringern kann [57].

Die PSMA-Expression auf dem Endothel der Neovaskularisierung solider Tumore lasst
vermuten, dass PSMA auch in der Angiogenese eine Rolle spielt. Zwar ist die Bedeutung
von PSMA fir die Neovaskularisierung noch nicht abschlieRend geklart, jedoch legen
die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen nahe, dass PSMA an der Angiogenese
beteiligt ist [58-60]. Sie konnten zeigen, dass die Angiogenese in PSMA-knockout Mau-
sen vermindert ist [60]. Mehrere Studien mit Zellkulturversuchen an human umbilical vein
endothelial cells (HUVECSs) lassen vermuten, dass Glioblastome und andere solide Tu-
more durch Sekretion pro-angiogenetischer Zytokine die PSMA-Expression auf En-
dothelzellen induzieren und so die Neovaskularisierung und Invasivitat fordern [61-64].
Die neovaskularisierungsassoziierte PSMA-Expression hat dementsprechend allem An-
schein nach auch eine funktionelle Bedeutung. Die Korrelation zwischen der PSMA-Ex-
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pression und der starken Vaskularisierung des Tumors ist so zumindest teilweise erklar-
bar. Anti-angiogenetische Therapieformen, beispielsweise mit Bevacizumab, sind aktu-
ell Gegenstand intensiver Forschung [65]. Welche Rolle PSMA als mdglicher Vaskulari-
sierungsmarker fur Therapie und Diagnostik spielen kann, gilt es in weiteren Studien zu
evaluieren.

VLIV. Positronen-Emissions-Tomographie des Glioblastoms

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist gemaR der aktuellen Leitlinie der European
Association of Neuro-Oncology (EANQO) der Goldstandard der Bildgebung zur Diagnos-
tik, Therapieplanung und zum Monitoring von Glioblastomen [4]. Die Positronen-Emissi-
ons-Tomographie (PET) gewinnt jedoch im klinischen Alltag zunehmend an Bedeutung,
da sie wertvolle Informationen fiir Therapie und Diagnostik liefert, wenn die MRT an ihre
Grenzen stofdt [66]. Die PET ist daher heute integraler Bestandteil des klinischen Mana-
gements, was bereits zur Entwicklung von Leitlinien zur Durchfuhrung der PET bei Gli-
ompatient*innen gefiihrt hat [67].

Aminoséure-PET als Goldstandard

Welches Radiopharmakon (Tracer) fur die PET verwendet wird, ist primar abhangig von
der klinischen Fragestellung und dem Zielorgan. Die geeignetsten Tracer zur Gliom- und
Glioblastomdiagnostik mittels PET sind radioaktiv markierte Aminosauren wie O-(2-["®F]-
Fluoroethyl)-L-Tyrosin (**F-FET) oder [''C-methyl]-Methionin ("'C-MET) [68, 69]. Das zur
onkologischen PET haufig verwendete '®F-2-Fluor-2-desoxy-D-glucose ('®F-Flourdes-
oxyglucose, '®F-FDG) wird aufgrund der einfachen Synthese und guten Verfiigbarkeit
zwar ebenfalls zur Diagnostik von Gliomen und Glioblastomen verwendet, ist aber we-
gen des eher geringen Kontrastes zwischen gesundem und kanzerésem Gewebe und
der unspezifischen Aufnahme den Aminosauretracern unterlegen [70, 71].

Eine kombinierte Anwendung von Aminosaure-PET und MRT hat entscheidende Vor-
teile fur die Diagnostik und Therapieplanung gegentber der alleinigen MRT. Einer dieser
Vorteile ist die genaue Identifizierung des biologischen Tumorvolumens und metabolisch
aktiver Hot-Spots mittels Aminosaure-PET [67, 72-75]: FET und MET sind bluthirn-
schrankengangig und werden primar Uber in Gliomen Uberexprimierte L-Typ Aminosau-
retransporter (LAT) aufgenommen [76]. Die Aminosaure-PET erfasst dadurch die meta-
bolisch aktiven Bereiche und die Tumormasse genauer als eine MRT mit Kontrastmittel,
das eine intakte Blut-Hirn-Schranke nicht passiert [73, 74, 77, 78]. Dies gilt insbesondere
fur Low-Grade Gliome, bei denen eine haufig noch intakte Blut-Hirn-Schranke die Kon-
trastmittelaufnahme beschrankt. Das biologische Tumorvolumen wird bei alleiniger
Durchfihrung einer MRT unter Umstanden unterschatzt oder ist zu ungenau, was Aus-
wirkungen auf die Planung der Strahlentherapie und das Ausmal der chirurgischen Re-
sektion hat [79, 80]. Beispielsweise ist eine Strahlentherapie genauer, wenn das Zielvo-
lumen unter Einbeziehung einer PET bestimmt wird und zeigt so Uberlebensvorteile ge-
genuber eines lediglich Uber die MRT bestimmten Tumorvolumens [75, 81, 82]. Auch die



VI Einleitung 14

operative Tumorresektion entsprechend des mittels Aminosaure-PET identifizierten Tu-
morvolumens kann das Uberleben der Patient*innen verlangern [83].

Die MRT ist dartber hinaus nur unzureichend dazu in der Lage, Kontrastmittelaufnahme
durch Radionekrosen oder therapiebedingte Gewebeschadigungen von Tumorprogres-
sion oder einem Rezidiv zu unterscheiden [84]. Auch hier kann die Aminosaure-PET bei
der Unterscheidung helfen. Einige Studien konnten beispielsweise Grenzwerte fur die
FET-Aufnahme (gemessen als Standardized Uptake Value (SUV)) zur Unterscheidung
therapieinduzierter Effekte von echter Tumorprogression oder Rezidiven definieren [85-
89]. Diese Unterscheidungshilfe ist im klinischen Management sehr hilfreich und erspart
den Patient*innen ggf. unnétige Biopsien.

Die Aminosaure-PET ermdglicht auch, prognostische Aussagen zum progressionsfreien
Uberleben der Glioblastompatient*innen zu tatigen [69, 75]. Eine Studie mit 79 neu di-
agnostizierten Glioblastompatient*innen hat zudem gezeigt, dass das mittels "®F-FET-
PET bestimmte biologische Tumorvolumen ein guter prognostischer Marker fir das Ge-
samtuberleben ist [81]. Auch kinetische PET-Parameter, wie die vergangene Zeit bis zur
maximalen Traceraufnahme (Time-to-peak (TTP)), haben einen prognostischen Wert
und zeigen, dass eine schnelle Anflutung des Tracers (niedrige TTP) mit einem kurzeren
Gesamtlberleben korreliert [90, 91].

Zusammenfassend ist die Aminosaure-PET eine wertvolle Modalitat in der Diagnostik,
der Therapieplanung und im Monitoring sowie zur Verlaufskontrolle bei Gliom- und
Glioblastompatient*innen. Die bisherigen Forschungsergebnisse zeigen deutliche Vor-
teile der kombinierten Verwendung von MRT und PET und verlangen eine noch konse-
quentere Einbindung der Aminosaure-PET im klinischen Alltag.

PSMA-PET im Glioblastom

Im Gegensatz zur Aminosaure-PET ist die PSMA-PET noch nicht im klinischen Manage-
ment etabliert und wird bisher ausschlief3lich im Rahmen klinischer Studien und indivi-
dueller Heilversuche durchgefiihrt. Erste Ergebnisse aus Fallberichten und kleinen Ko-
horten wurden seit dem Jahr 2015 publiziert [92-94]. Sasikumar et al. [93] haben bei-
spielsweise bei 10 Patient*innen (5 mit Verdacht auf ein Glioblastomrezidiv, 5 mit einer
neuen, noch nicht charakterisierten Lasion) vergleichend jeweils eine ®®Ga-PSMA-11-
PET und eine "®F-FDG-PET durchgefiihrt. Bei allen Patient*innen mit bestatigtem Re-
zidiv (4/5) zeigt die ®®Ga-PSMA-11-PET sowie die '8F-FDG-PET eine deutliche Tra-
ceraufnahme (®*Ga-PSMA: SUVmax 5.8-13.5, "®F-FDG: SUVmax 8.45-16.54). Ein Fall
ohne Rezidiv zeigt dagegen keine Aufnahme. Ein deutlicher Unterschied zwischen ®Ga-
PSMA-11-PET und "®F-FDG-PET zeigte sich in der Kontrastierung zum gesunden Pa-
renchym: Das gesunde Hirnparenchym zeigt fast keine ®®Ga-PSMA-11-Aufnahme wobei
®F-FDG dagegen auch im gesunden Gewebe aufgenommen wird. Das filhrt zum einen
zu sehr hohen Tumor-to-background Werten (TBR, berechnet als Aufnahme in Tu-
mor/Aufnahme im gesunden Hintergrund) fir die ®Ga-PSMA-11-PET (®3Ga-PSMA:
4.07-29.4, "®*F-FDG: 0.96-1.75), zum anderen erleichtert es die visuelle Identifizierung
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des Tumors [93]. Ahnliche Ergebnisse kénnen fiir die primaren Lasionen berichtet wer-
den. Noch héhere TBRs zwischen 32.2 und 357.5 werden von Kunikowska et al. [95] in
einer Studie mit 15 Glioblastomrezidiven berichtet. Die visuelle und auch quantitative
Abgrenzung des Tumors wird dadurch deutlich erleichtert und ist ein wichtiger Faktor fur
das steigende Interesse an PSMA als Zielstruktur zur Diagnostik von Glioblastomen.
Weitere publizierte Studien bestatigen die hohen TBRs und zeigen, dass PSMA eine
vielversprechende Zielstruktur zur PET-Diagnostik von Gliomen und Glioblastomen ist
[96-101].

Daten aus den beiden bisher grofiten publizierten Patient*innenkollektiven mit jeweils 30
[102] und 35 [103] eingeschlossenen Gliompatient*innen belegen zusatzlich, dass die
#8Ga-PSMA-Aufnahme mit dem WHO-Grad des Tumors korreliert: Low-Grade-Gliome
zeigen weniger PSMA-Uptake als High-Grade-Gliome [102-104]. Die Autoren sind eben-
falls dazu in der Lage, geeignete Cut-off-Werte fur die Unterscheidung von Glioblasto-
men und Low-Grade-Gliomen zu definieren [103] und kénnen darlegen, dass die *®Ga-
PSMA-PET besser zur Differenzierung des Tumorgrades geeignet ist als die PET mit
FDG [96, 102]. AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass der PSMA-Uptake mit der Ag-
gressivitat der Tumore zunimmt [103].

Einzelne Fallberichte beleuchten jedoch auch mdgliche Limitationen der PSMA-PET:
Gupta et al. [105] und Moreau et al. [106] berichten von PSMA-Aufnahme in Fallen mit
Pseudoprogression nach Radiochemotherapie. Eine Unterscheidung zwischen Pseu-
doprogression und Tumorprogression mit der PSMA-PET ist zumindest nach heutigem
Forschungsstand ohne definierte Cut-off-Werte nicht eindeutig méglich und sollte bei der
Interpretation der PSMA-PET-Bilder beachtet werden. Die Autoren einer praklinischen
Studie mit Glioblastom-Rattenmodellen beobachten aulerdem, dass Teile des PSMA-
PET-Signals mit aktivierten Astrozyten korrelieren [107]. Das wirft die noch ungeklarte
Frage auf, welche Zellen neben den GefalRen der Neovaskularisierung in welchem Mal3e
fur den PSMA-Uptake verantwortlich sind und kénnte auf eine mégliche Limitierung der
Anwendung der PSMA-PET hindeuten [11].

Die bisher publizierten Daten zeigen, dass PSMA-Imaging von Glioblastomen grund-
satzlich moglich ist. Insbesondere der starke Kontrast zwischen gesundem Parenchym
und Tumorgewebe scheint gegenliber der FDG- und FET-PET ein Vorteil zu sein. Bisher
unklar ist jedoch, welchen Nutzen die PSMA-PET zusétzlich zu den bereits etablierten
Modalitaten MRT und Aminosaure-PET bietet. Kann die PSMA-PET zuséatzliche prog-
nostische Informationen liefern? Korreliert das PET Signal mit dem Tumorvolumen? Ist
die PSMA-PET zur Therapieplanung geeignet? Kénnen mittels PSMA-PET Aussagen
zur Vaskularisierung gemacht werden? Welchen Vorteil hat die PSMA-PET gegentber
der Aminosaure-PET, dem aktuellen nuklearmedizinischen Goldstandard? Diese und
weitere Fragen sind, Stand heute, ungeklart und bediirfen intensiver Forschung, insbe-
sondere mit gréReren Kohorten, um zu evaluieren, ob die PSMA-PET tatsachlich zusatz-
lichen Nutzen hat und den Sprung von einer vielversprechenden Zielstruktur zur tatséch-
lich klinisch etablierten Modalitat schafft.
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VLV. PSMA als therapeutische Zielstruktur

Das Interesse an PSMA als Zielstruktur entspringt der damit verbundenen Hoffnung auf
die Etablierung einer mdglichen Radioligandentherapie. Neben dem Glioblastom und
dem Prostatakarzinom gibt es zahlreiche Tumorentitaten, bei denen ebenfalls versucht
wird, die PSMA-Expression zu nutzen und eine RLT zu etablieren [108]. Die fir eine RLT
verwendeten Radionuklide sind vor allem [7-Strahler, beispielsweise Lutetium-177
(*""Lu), oder a-Stahler, zum Beispiel Actinium-225 (**°Ac), mit denen die entsprechenden
Liganden radioaktiv markiert werden [109, 110]. Die RLT erméglicht durch die Spezifitat
des Liganden eine lokal begrenzte (2 mm bei "’Lu), tumorspezifische Wirkung und limi-
tiert die Toxizitat im gesunden Gewebe [109]. Aktuell stehen eine Vielzahl von Tracern
zur Verfugung, die an PSMA binden kdnnen und von denen einige, je nach verwendetem
Radionuklid, sowohl zur Diagnostik, als auch zur Therapie verwendet werden kdnnen
[111]. Der PSMA-Antagonist PSMA-617 kann z. B. zur Diagnostik mit dem B*-Strahler
®Ga (°*®Ga-PSMA-617) und fiir eine RLT mit "’Lu markiert werden ("’Lu-PSMA-617)
[112]. Dieser duale Ansatz aus Diagnostik und Therapie wird als Theranostik bezeichnet
[113]. Im Sinne der personalisierten Medizin kénnen mit theranostischen Ansatzen be-
reits wahrend der Diagnostik Informationen fiir eine mogliche Therapie gesammelt wer-
den und ermdoglichen eine individualisierte Therapieentscheidung, die spezifisch auf die
Patient*innen zugeschnitten ist — ein Konzept fir das die RLT besonders geeignet ist
[113].

Dass eine RLT mit PSMA als Zielstruktur erfolgreich das Uberleben von Tumorpatient*in-
nen verlangern kann, zeigt die bisher grofite prospektive, randomisierte, Multicenter-
Studie mit """Lu-PSMA-617 bei Patienten mit kastrationsresistentem Prostatakarzinom
[24]: Die Patienten, die eine '""Lu-PSMA-617-Therapie erhalten, zeigen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein langeres medianes Gesamtiberleben (15.3 und 11.3 Monate respek-
tive) [24]. Eine weitere Multicenterstudie vergleicht die Reduktion des Prostata-spezifi-
schen Antigens (PSA) nach Therapie mit '"’Lu-PSMA-617 mit der Reduktion nach einer
Therapie mit dem Zytostatikum Cabazitaxel, das bei Patienten mit progredientem, kast-
rationsresistentem Prostatakarzinom verwendet wird [114]. Auch hier zeigt sich, dass
die Patienten auf die Therapie mit '""Lu-PSMA-617 ansprechen und die PSA-Werte star-
ker sinken als bei der Therapie mit Cabazitaxel [114]. Eine '""Lu-PSMA-617-Therapie
bei Patienten mit zerebralen Prostatakarzinom-Metastasen kann in Kombination mit
Strahlentherapie ebenfalls die GréRe der Metastasen reduzieren [115].

Die Erfolge der '"’Lu-PSMA-617-RLT bei Patienten mit Prostatakarzinomen wecken die
Hoffnung, dass auch Glioblastompatient*innen von einer "’Lu-PSMA-617-RLT profitie-
ren kdnnten [11, 109]. Ein wichtiger Faktor fur eine erfolgreiche RLT ist, dass das Radi-
opharmakon im Tumor akkumuliert, um eine ausreichende Dosis fur die Therapie erzie-
len zu konnen. Kunikowska et al. [116] konnen am Fall eines 54-jahrigen Patienten mit
Glioblastomrezidiv zeigen, dass '""Lu-PSMA-617 wesentlich langer im Tumor als in den
toxizitatsrelevanten Organen Leber und Niere retiniert wird. Die erzielte Dosis ist mit
14.07 Gy ebenfalls hoher als in der Niere (0.14 Gy) und der Leber (0.49 Gy) [116]. Dar-
Uber hinaus gibt es trotz der bisher vielversprechenden Ergebnisse beim PSMA-PET-
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Imaging wenige publizierte Falle mit einem Therapieversuch mit "’Lu-PSMA-617: Bei
einem 37-jahrigen Patienten mit Glioblastom-Progression konnte nach drei Zyklen eine
Reduktion im Tumorvolumen und eine Minderung der Symptome erzielt werden [101].
Bei einer weiteren Kohorte erflllten lediglich 3 von insgesamt 20 eingeschlossenen Pa-
tient*innen die Einschlusskriterien fiir eine "’Lu-PSMA-617-RLT; Aussagen zur Effekti-
vitat konnten nach zwei Zyklen "’Lu-PSMA-617-RLT nicht gemacht werden [117]. An-
knipfend an diese wenigen aber dennoch erfolgsversprechenden ersten Ergebnisse
mussen noch weitere, systematische Studien durchgefiihrt werden, um die Wirksamkeit
einer PSMA-RLT zu evaluieren.
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VIl. Zusammenfassunqg

Das Prostata-spezifische Membran-Antigen ist eine vielversprechende Zielstruktur zur
Diagnostik und Therapie von Glioblastomen mittels nuklearmedizinischer Verfahren. Bis-
her publizierte Studien zeigen, dass PSMA-PET-Imaging prinzipiell die Darstellung von
Glioblastomen ermdglicht [102, 103]. Offen bleibt die Frage, welchen zusatzlichen Nut-
zen die PSMA-PET zu den bisher primar verwendeten diagnostischen Modalitadten MRT
und Aminosaure-PET bietet und ob eine PSMA-RLT erfolgversprechend sein kann.

Um zum wissenschaftlichen Diskurs dieser Fragen beizutragen, wurden zwei Studien
durchgefuhrt, die Bestandteil der vorgelegten Dissertation sind. Kirchner et al. [1] (Paper
I: PSMA-PET Imaging in Glioblastoma: A Preclinical Evaluation and Theranostic Out-
look) evaluieren "®F-PSMA-1007-PET-Imaging im Glioblastom-Mausmodell der GL261
Zelllinie. Die Zellen wurden orthotrop im Maushirn implantiert. Statische oder dynami-
sche "®F-PSMA-1007-PET sowie Computertomographien (CT) mit Kontrastmittel wurde
an verschiedenen Tagen nach Inokulation durchgefihrt. Anschlieend wurde das Hirn-
gewebe mit Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) und ex-vivo und in-vitro Autora-
diographien analysiert und mit PET und CT korreliert. AuRerdem wurden Zellkulturver-
suche durchgefiihrt, um die "®F-PSMA-1007-Aufnahme in Tumorzellen zu beurteilen.

Holzgreve et al. [2] (Paper Il: PSMA Expression in Glioblastoma as a Basis for
Theranostic Approaches: A Retrospective, Correlational Panel Study Including Immuno-
histochemistry, Clinical Parameters and PET Imaging) untersuchen retrospektiv die
PSMA-Expression im Tumorgewebe von 16 Glioblastompatient*innen im Primartumor
und im Gewebe des Rezidivs. Die PSMA-Expression wurde unter anderem mit dem Ge-
samtlberleben korreliert und auf prognostische Wertigkeit Uberprift. Aulerdem wurde
exemplarisch eine '®F-PSMA-1007-PET an einem Patienten durchgefhrt.

Primére Glioblastome und Rezidive exprimieren PSMA

Die durchgefuhrten immunhistochemischen Anti-PSMA- und CD34-Farbungen der Biop-
sien der Glioblastompatient*innen bestatigen die aus der Literatur [25-27] bereits be-
kannte PSMA-Expression auf den neo-angiogenetischen Gefallen der Glioblastome [2]
(Paper I): 16 von 16 Patient*innen zeigten zum Zeitpunkt der primaren Diagnosestellung
ein positives PSMA Staining der TumorgefalRe. Bei 15 der 16 Patient*innen zeigte sich
auch beim Rezidiv ein positive PSMA Staining, wobei die Anzahl der PSMA-positiven
Gefale bei den Rezidiven geringer war [2]. Im Gegensatz zu den Gefal3en des Tumors
zeigt das Ubrige Tumorgewebe allenfalls vereinzelt PSMA-Expression [2]. Die durchge-
fuhrten Zellkulturversuche zur Beurteilung des '®F-PSMA-1007-Uptakes der murinen
GL261 Zelllinie und der humanen U87 Zelllinie zeigten keinen "®F-PSMA-1007 Uptake
der Tumorzellen selbst und bestatigen diese Ergebnisse ebenfalls [1] (Paper I).

Interessanterweise zeigen die durchgefihrten ex-vivo Autoradiographien der GL261-
Maushirnschnitte ein verstérktes Tracersignal in der Tumorperipherie am Ubergang zum
gesunden Gewebe [1]. Oliveira et al. [107] konnten ein analoges Signal in einem
Glioblastom-Rattenmodell PSMA exprimierenden aktivierten Astrozyten in der Tumo-
rumgebung zuordnen. Obwohl die Ergebnisse von Holzgreve et al. [2] (Paper Il) deutlich
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zeigen, dass PSMA auf den GefalRen der Neovaskularisierung exprimiert ist, deutet die
PSMA-Expression in aktivierten Astrozyten darauf hin, dass zumindest ein Teil des PET
Signals auch von anderen Zelltypen stammen kénnte. Diese Erkenntnisse sind relevant
fur die Interpretation der PSMA-PET-Bilder, insbesondere dann, wenn man diese zu-
kinftig zur Planung der Biopsien, der Resektion oder Strahlentherapie nutzen méchte.
Eine retrospektive Studie mit 10 Glioblastompatient*innen hat beispielsweise festge-
stellt, dass ein mittels ®*Ga-PSMA-PET bestimmtes Zielvolumen fiir die Strahlentherapie
groRer ist als das bestimmte Zielvolumen mittels MRT [118]. Dass diese Volumendiffe-
renz durch ein PSMA Signal aktivierter Astrozyten um den Tumor herum zustande kam,
wurde nicht evaluiert, ware aber eine mogliche Erklarung. Ob die PSMA-PET, &hnlich
wie die Aminosaure-PET, tatsachlich genauer das wahre biologische Tumorvolumen er-
fasst als die MRT und eine Strahlentherapieplanung mit PSMA-PET auch klinische Re-
levanz hat, ist bisher noch ungeklart.

PSMA-Expression als prognostischer Marker

Holzgreve et al. [2] (Paper 1) legen erstmalig dar, dass die PSMA-Expression ein prog-
nostischer Marker fur das Gesamtiberleben beim Glioblastom sein kann. Der Zusam-
menhang zwischen PSMA-Expression des Rezidivs und Gesamtuberleben ist dabei von
besonderer Bedeutung: Je hoher die PSMA-Expression im Gewebe des Glioblastomre-
zidivs, desto geringer das mediane Gesamtuberleben. Interessanterweise ist auch die
Veranderung der PSMA-Expression von Erstdiagnose zu Rezidiv relevant. Patient*innen
mit Glioblastomrezidiv Giberleben nach Therapie langer, wenn die Anzahl PSMA-positi-
ver Gefalle von Primartumor zu Rezidiv abnimmt (medianes Gesamtiberleben 22 Mo-
nate vs. 12 Monate) [2]. Diese Ergebnisse sind aufgrund der kleinen Kohorte (16 Pati-
ent*innen) nicht statistisch signifikant, zeigen aber eine deutliche Tendenz. PSMA-PET-
Imaging-Daten haben also moglicherweise auch prognostischen Wert. Inwieweit sich
diese immunhistochemischen Daten auf die PSMA-PET Ubertragen lassen, muss in zu-
kinftigen Studien untersucht werden.

Hohe Tumor-to-background Werte mit '®F-PSMA-1007-PET

Als weiteres Ergebnis konnte der hohe Kontrast zwischen Tumor und gesundem Ge-
webe im GL261-Mausmodell bestatigt werden (Paper I) [1]. Bisher gibt es nur limitierte
Daten zum PSMA-PET-Imaging im Mausmodell. Ein etabliertes Mausmodell ware von
groR3er Hilfe auf dem Weg zur Etablierung einer RLT. Die vorgelegte Dissertation analy-
siert erstmalig die "®F-PSMA-1007-PET im Glioblastom-Mausmodell mit orthotop implan-
tierten GL261-Tumoren (Paper I) [1]. Die durchgefiihrte '®F-PSMA-1007-PET der
GL261- Mause zeigt ein visuell deutlich identifizierbares Tracersignal, das mit der Loka-
lisation des Tumors in der HE-Farbung tUbereinstimmt [1]. Da das nicht-tumorése Hirn-
parenchym fast kein '®F-PSMA-1007 aufnimmt, kénnen im GL261-Mausmodell mittels
8F-.PSMA-1007 hohe TBRs erzielt werden, die gréRer sind als die erzielten TBRs der
"®F-FET-PET in vergleichbaren Mausmodell Studien (TBRmax '°F-PSMA-1007 von 11.3
[1] vs. TBRmax "®F-FET-PET von 3.2 [119]). Der hohe Kontrast zwischen Tumor und ge-
sundem Gewebe vereinfacht die visuelle Abgrenzung des Tumors. Auch die von Holz-
greve et al. [2] (Paper Il) beispielhaft analysierte humane '®F-PSMA-PET eines
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Glioblastomrezidivs zeigt eine deutliche Aufnahme der Lasion mit sehr wenig Tracersig-
nal im gesunden Gewebe. Die Ergebnisse entsprechen den bereits publizierten Daten
[93, 102, 103] und bestatigen, dass die PSME-PET als Proof of Concept im Mausmodell
und im Menschen mdglich ist [1, 2].

Heterogener PSMA-Uptake erfordert einen theranostischen Therapieansatz

Die "F-PSMA-1007-PET im Mausmodell zeigt zwar hohe TBRs, die absolute Tracerauf-
nahme im GL261-Tumor ist jedoch gering. Kirchner et al. [1] (Paper I) berichten von
SUVmean von 0.21 £ 0.04 g/ml an Tag 18 nach Tumorimplantation. Die Aufnahme in den
toxizitatsrelevanten Organen Niere, Knochenmark und Parotis dagegen ist wesentlich
hoéher [1]. Der geringe absolute Uptake im GL261-Tumor lasst die Hypothese zu, dass
der Uptake im Tumor nicht spezifisch ist, sondern lediglich durch den Defekt der Blut-
Hirn-Schranke zustande kommt. Die Daten des Competitive Binding Assays, der keine
Reduktion des Signals im Tumor erzielen konnte, erharten diese Hypothese [1]. Aus den
dynamisch generierten '®F-PSMA-1007-PET-Daten ist ersichtlich, dass die TTP im
GL261-Tumormodell zwischen 1.5 und 3.5 Minuten liegt und anschlief3end eine abfal-
lende Kinetik zeigt. Verglichen damit ist die Kinetik bei vergleichbaren Studien im Maus-
modellen mit PSMA-positiven Prostatakarzinomen ansteigend und der Tracer wird we-
sentlich langer im Tumor retiniert [120, 121]. Aufgrund des unspezifischen Signals und
des schnellen Auswaschens des Tracers aus dem Tumor muss zusammenfassend fest-
gehalten werden, dass das GL261-Mausmodell nicht zur weiteren Evaluation einer po-
tenziellen RLT geeignet ist [1]. Spater publizierte PSMA-PET-Daten einer anderen Ar-
beitsgruppe, die ebenfalls an GL261-Mausmodellen erhoben wurden, bestatigen die
publizierten Ergebnisse von Kirchner et al. [1] (Paper /) und zeigen einen ahnlich niedri-
gen PSMA-Uptake und ebenfalls ein Auswaschen des Tracers [122].

Dass das GL261-Mausmodell nicht zur weiteren Evaluierung geeignet ist, ist erntich-
ternd, passt aber in das bisher bekannte heterogene Gesamtbild der PSMA-PET-Bild-
gebung beim Glioblastom mit patient*innenenabhangig variierendem PSMA-Uptake. Die
Autoren einer Studie beispielsweise publizieren bei 10 untersuchten Glioblastompati-
ent*innen TBRs zwischen 4.07 und 134.8 [99]. Die absolute Traceraufnahme des Tu-
mors variiert ebenfalls sehr stark. Liu et al. [102] berichten von durchschnittlichen SUVs
zwischen 0.23 und 6.69 (SUVmax zwischen 1.01 und 13.62). Auch die von Holzgreve et
al. [2] (Paper Il) durchgefiihrte '®F-PSMA-1007-PET eines Glioblastomrezidivs zeigt eine
gute Kontrastierung des Tumors, der absolute Uptake im Tumor ist jedoch verglichen
mit dem Uptake in den toxizitatsrelevanten Organen so gering, dass eine RLT bei diesem
Patienten nicht in Frage kommt. Die von Holzgreve et al. [2] (Paper 1) durchgeflhrten
immunhistochemischen Farbungen zeigen analog dazu deutliche Unterschiede in der
Anzahl der PSMA-positiven Gefalde in den untersuchten Schnitten (7-437 bei Erstdiag-
nose und 0-283 bei Rezidiv). Die heterogene PSMA-Expression und der patient*innen-
abhangige Uptake der PSMA-PET machen deutlich, wie entscheidend ein personalisier-
ter theranostischer Ansatz fir eine potentielle RLT ist. Nicht jedes Glioblastom bietet die
Voraussetzungen fir eine erfolgreiche Therapie: In einer von Truckenmueller et al. [117]
publizierten Studie haben aus 20 Patient*innen mit High-Grade-Gliomen lediglich 3 die
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Einschlusskriterien (Tumor-to-liver Ratio > 1.0) firr eine """Lu-PSMA-617-RLT erfiillt. Die
PSMA-PET koénnte zukinftig als pradiktiver Parameter fur die Erfolgschancen einer RLT
mit "7’Lu-PSMA-617 verwendet werden. Als Proof of Concept einer RLT mit '’Lu-PSMA-
617 konnten Kunikowska et al. [116] bei einem Glioblastompatienten bereits erfolgreich
demonstrieren, dass das Radiopharmakon auch noch nach 14 Tagen im Tumor ver-
bleibt. In Niere und Leber dagegen war der Tracer bereits nach wenigen Tagen nur noch
in geringen Dosen nachweisbar. Diese humanen Ergebnisse sind im Gegensatz zu den
Ergebnissen im GL261-Mausmodell vielversprechend fir einen therapeutischen Ansatz,
verlangen aber in Zusammenschau der vorgelegten Daten einen theranostischen An-
satz.

Fazit

Die vorliegende Dissertation demonstriert, dass PSMA-PET-Imaging im Glioblastom
grundsatzlich méglich ist. Die PSMA-PET im GL261-Mausmodell zeigt einen hohen Kon-
trast und eine gute visuelle Abgrenzbarkeit des Glioblastoms. Zur weiteren Evaluierung
einer PSMA-RLT scheint das GL261-Mausmodell allerdings nicht geeignet.

Die immunhistochemische Analyse der humanen Gewebeproben zeigt, dass eine ho-
here PSMA-Expression im Glioblastomrezidiv negativ mit dem Gesamtlberleben korre-
liert ist. PSMA-PET-Daten koénnten also auch prognostische Aussagekraft haben.

Die PSMA-Uberexpression im Glioblastom weckt die Hoffnung, dass eine Radioligan-
dentherapie die Uberlebenschancen von Glioblastompatient*innen verbessern kann. Ein
personalisierter, theranostischer Therapieansatz ist flir den Erfolg dabei unerlasslich.
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VIIl. Summary

The prostate-specific membrane antigen (PSMA) is a promising target for the diagnosis
and therapy of glioblastoma using nuclear medicine techniques. Previously published
studies show that PSMA PET imaging in principle allows the identification of glioblastoma
[102, 103]. Which additional benefit PSMA PET offers to the primarily used diagnostic
modalities MRI and amino acid PET in glioblastoma imaging and whether PSMA RLT
can be promising remains to be answered.

To contribute to the scientific discourse of these questions, two studies were performed
that are part of the presented dissertation. Kirchner et al. [1] (Paper I: PSMA PET Imag-
ing in Glioblastoma: A Preclinical Evaluation and Theranostic Outlook) evaluate '®F-
PSMA-1007 PET imaging in the GL261 glioblastoma mouse model. Cells were implanted
orthotopically in the mouse brain. Static or dynamic "®F-PSMA-1007 PET and computed
tomography (CT) scans with contrast agent were performed on different days after inoc-
ulation. Subsequently, brain tissue was analyzed using hematoxylin-eosin (HE) staining
and ex vivo and in vitro autoradiographies and correlated with PET and CT. Cell culture
experiments were also performed to assess '®F-PSMA-1007 uptake in tumor cells.

Holzgreve et al. [2] (Paper Il: PSMA Expression in Glioblastoma as a Basis for
Theranostic Approaches: A Retrospective, Correlational Panel Study Including Immuno-
histochemistry, Clinical Parameters and PET Imaging) retrospectively investigate PSMA
expression in tumor tissue from 16 glioblastoma patients in the primary tumor and recur-
rence. PSMA expression was correlated with overall survival and assessed for prognos-
tic value. In addition, '®F-PSMA-1007 PET was performed in one patient.

Primary glioblastoma and recurrences show PSMA expression

The immunohistochemical anti-PSMA and -CD34 stainings of the samples of the glio-
blastoma patients confirm that PSMA is overexpressed on the neo-angiogenic vessels
of glioblastoma (Paper Il) [2], which is already known from published studies [25-27]. 16
of 16 patients showed positive PSMA staining of the tumor vessels at the time of primary
diagnosis. Fifteen of the 16 patients also showed positive PSMA staining at recurrence,
although the overall number of PSMA-positive vessels was lower in recurrences [2]. In
contrast to the tumor vessels, the remaining tumor tissue barely showed any PSMA ex-
pression [2]. The cell culture experiments performed to assess the ®F-PSMA-1007 up-
take of the murine GL261 cells and the human U87 cells show no "®F-PSMA-1007 uptake
of the tumor cells and confirm these results [1] (Paper /).

Interestingly, the performed ex vivo autoradiographies of the GL261 mouse brain sam-
ples show an enhanced tracer signal in the tumor periphery at the junction with healthy
tissue [1]. Oliveira et al. [107] were able to assign an analogous signal in a glioblastoma
rat model to activated astrocytes in the tumor periphery that also express PSMA. Alt-
hough the present results published by Holzgreve et al. [2] (Paper Il) indicate that PSMA
is expressed on neovascularization vessels, PSMA expression in activated astrocytes
suggests that at least part of the PET signal could also originate from other cell types.
These findings are relevant to the interpretation of PSMA PET images, particularly if they
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are to be used in the future to plan biopsies, resection, or radiotherapy. A retrospective
study of 10 glioblastoma patients finds that a target volume for radiotherapy that is de-
termined by ®*Ga-PSMA PET was larger than the target volume determined by MRI
[118]. That this volume difference was due to a PSMA signal from activated astrocytes
around the tumor was not evaluated but would be a possible explanation. Whether PSMA
PET, like amino acid PET, actually captures the true biological tumor volume more ac-
curately and whether radiotherapy planning with PSMA PET also has clinical relevance
is also still unclear.

PSMA expression as a prognostic marker

Holzgreve et al. [2] (Paper Il) suggest for the first time that PSMA can be a prognostic
marker for overall survival in glioblastoma. The correlation between PSMA expression of
the recurrence and overall survival is of particular importance: the higher the PSMA ex-
pression in the tissue of the glioblastoma recurrence, the lower the median overall sur-
vival. Interestingly, the change in PSMA expression from initial diagnosis to recurrence
is also relevant. Patients with glioblastoma recurrence, for example, survive longer after
therapy if the number of PSMA-positive vessels decreases from primary tumor to recur-
rence (median overall survival 22 months vs. 12 months) [2]. These results are not sta-
tistically significant, probably due to the small cohort (16 patients) but show a clear trend.
Thus, PSMA PET imaging data may also have prognostic value. If these immunohisto-
chemical data can be transferred to PSMA PET has to be investigated in future studies.

High tumor-to-background values with "*F-PSMA-1007 PET

As a further result, the high contrast between tumor and healthy tissue could be con-
firmed in the GL261 mouse model [1] (Paper I). To date, there are limited data on PSMA
PET imaging in the mouse model. An established mouse model would be of great help
towards the establishment of RLT. The presented dissertation is the first to analyze '®F-
PSMA-1007 PET in the glioblastoma mouse model with orthotopically implanted GL261
tumors. The performed "®F-PSMA-1007 PET of GL261 mice show a visually clearly iden-
tifiable tracer signal which correlates with the localization of the tumor in HE staining [1].
Since the non-tumor brain parenchyma shows almost no "®F-PSMA-1007 uptake, high
TBRs can be obtained in the GL261 mouse model using '"®F-PSMA-1007, which are
greater than the obtained TBRs of "®F-FET-PET in comparable mouse model studies
(TBRmax '2F-PSMA-1007 of 11.3 [1] vs. TBRmax '*F-FET-PET of 3.2 [119]). The high con-
trast between tumor and healthy tissue facilitates visual delineation of the tumor. The
human "®F-PSMA PET of a glioblastoma recurrence analyzed by Holzgreve et al. [2]
(Paper Il) also shows a clear uptake of the lesion with very little tracer signal in the
healthy tissue. The results are consistent with previously published data [93, 102, 103]
and confirm that PSME PET is feasible as a proof of concept in mouse models and in
humans [1, 2].

Heterogeneous PSMA uptake requires a theranostic approach

'®F-PSMA-1007 PET in mouse model shows high TBRs, but absolute tracer signal in
GL261 tumor is low. Kirchner et al. [1] (Paper I) report SUVmean of 0.21 £ 0.04 g/ml at day
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18 after tumor implantation. In contrast, uptake in the toxicity-relevant organs kidney,
bone marrow and parotid gland is much higher [1]. The low absolute uptake in the GL261
tumor allows the hypothesis that the uptake in the tumor is not specific, but only due to
the defect of the blood-brain barrier. The data from the competitive binding assay, which
fails to achieve reduction of the signal in the tumor, corroborate this hypothesis [1]. The
dynamic "®F-PSMA-1007 PET data shows that TTP in the GL261 tumor model ranges
from 1.5 to 3.5 minutes and then shows decreasing kinetics. In contrast, the kinetics in
comparable mouse models with PSMA-positive prostate carcinomas is increasing and
the tracer is retained in the tumor much longer [120, 121]. In conclusion, due to the non-
specific signal and the rapid washout of the tracer from the tumor, the GL261 mouse
model seems to be not suitable for further evaluation of potential RLT [1]. Later published
PSMA PET data from another group, also collected on GL261 mouse models, confirm
the published results of Kirchner et al. [1] (Paper ) and show a similarly low PSMA up-
take and also an early washout of the tracer [122].

That the GL261 model is not suitable for further evaluation is sobering but fits the heter-
ogeneous overall picture of PSMA PET imaging in glioblastoma known so far with patient
dependent varying PSMA uptake. For example, the authors of one study published TBRs
ranging from 4.1 to 134.8 in 10 glioblastoma patients studied [99]. Absolute tumor tracer
uptake also varies widely. For example, Liu et al. [102] report average SUVs between
0.23 and 6.69 (SUVmax between 1.01 and 13.62). Similarly, ®F-PSMA-1007 PET of a
glioblastoma recurrence performed by Holzgreve et al. [2] (Paper Il) shows good tumor
contrast, but the absolute uptake in the tumor is so low compared to the uptake in the
toxicity-relevant organs that RLT is not an option for this patient. The immunohistochem-
ical staining performed by Holzgreve et al. [2] (Paper Il) analogously shows clear differ-
ences in the number of PSMA-positive vessels of the examined samples (7-437 at initial
diagnosis and 0-283 at recurrence). The heterogeneous PSMA expression and patient-
dependent uptake of PSMA PET highlight the importance of a personalized theranostic
approach for a potential RLT. Not every glioblastoma meets the requirements for suc-
cessful therapy: In a study published by Truckenmueller et al. [117], out of 20 patients
with high-grade gliomas only 3 fulfilled the inclusion criteria (tumor-to-liver ratio > 1.0) for
""Lu-PSMA-617-RLT. In the future, PSMA PET could be used as a predictive modality
for the therapeutic effectiveness of RLT with ""Lu-PSMA-617. As a proof of concept of
RLT with """Lu-PSMA-617, Kunikowska et al. [116] have already successfully demon-
strated in a glioblastoma patient that the radiopharmaceutical remains in the tumor even
after 14 days. In kidney and liver, however, the tracer was only detectable in low doses
after a few days. These results are promising for a therapeutic approach, but taken the
data presented, they call for a theranostic approach.

Conclusion

The presented dissertation demonstrates that PSMA PET imaging in glioblastoma is fea-
sible in principle. PSMA PET in the GL261 mouse model shows high contrast and good
visual delineation of glioblastoma. However, GL261 seems to be not suitable for further
evaluation of RLT.
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Immunohistochemical analysis of human tissue samples demonstrates that higher
PSMA expression in glioblastoma recurrence negatively correlates with overall survival.
Thus, PSMA PET data could also have prognostic significance.

PSMA overexpression in glioblastoma raises hope that peptide radio-receptor therapy
may improve survival in glioblastoma patients. A personalized, theranostic therapeutic
approach is essential for success.
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