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Das nichtkleinzellige Bronchialkar-
zinom (,non small cell lung carcino-
ma”, NSCLC) ist ein stark fibrosieren-
der Tumor mit prominenter desmo-
plastischer Stromareaktion. Dieses
Stroma wird im englischsprachigen
Raum ,tumor microenvironment”
(TME) genannt und enthdlt verschie-
dene nicht tumorale Zelltypen, dar-
unter CAFs (,cancer associated fibro-
blasts”), TAMs (,,tumor-associated
macrophages”) und TECs (,,tumor en-
dothelial cells”; [1]). Zusammen mit
den Karzinomepithelien sind diese
Zellen in eine kollagenhaltige extra-
zellulare Matrix (ECM) eingebettet.
Offensichtlich nehmen alle Kompo-
nenten am Tumorgeschehen aktiv
teil, wahrend ein konstantes rezipro-
kes Signalling und Gewebe-Remodel-
ling stattfindet.

Epithelial-mesenchymale
Transition

Karzinomepithelien kénnen in ihr eigenes

Stroma tiber verschiedene Invasionsarten

infiltrieren, tiber

== epithelial-mesenchymale Transition
(EMT),

== amoboid,

== als kleine Kohorte oder

== zusammenhéngender Verband [2].

Die EMT ist eine reversible morphologi-
sche Transdifferenzierung, bei der eine fi-
broblastoide Karzinomzelle entsteht [3].
Das membranire Zelladhidsionsmole-
kil E-Cadherin wird dabei herunter-, das
intermediidre Filament Vimentin aufre-
guliert. Damit 16st sich die Zelle aus dem
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Verband und wird wanderungsfreudi-
ger. Diese Transdifferenzierung muss im
Fall einer Metastasierung in ein anderes
Organ wieder aufgehoben werden, an-
dernfalls hitten z. B. Karzinommetasta-
sen in der Leber immer eine sarkomatoi-
de Differenzierung.

Desmoplastisches Stroma

Der Ausdehnung und der Beschaffen-
heit des Stromas wird zunehmend pro-
gnostische Bedeutung zugeschrieben:
Bei der neuen Entitit MIA (minimal-in-
vasives Adenokarzinom) ist eine zen-
trale Narbe mit einer Grofle <5 mm mit
gutem Uberleben korreliert [4]. Beim
Plattenepithelkarzinom der Lunge fand
sich ein schlechteres Uberleben bei Vor-
liegen eines fibrosen gegeniiber einem
diinnen Stroma [5]. Das fibrose Stroma
ist definiert als flichenméf3ig ausgedehn-
ter als die umgebenden Karzinomverban-
de und plumpe Fibroblasten sowie ,,offe-
ne“ Fasern enthaltend. Das diinne Stroma
ist gegeniiber den Epithelien gering aus-
gepragt und enthélt nur wenige Kollagen-
fasern.

Fiir das Mammakarzinom wurde ein
Superpixel-basierter Computeralgorith-
mus entwickelt, der zeigte, dass stroma-
le Tumorcharakteristika starker prognos-
tisch sein konnen als epitheliale, wie z. B.
der Kerngrad [6].

N-Glykoprotein Periostin

Die extrazellulare Matrix enthilt verschie-
dene Strukturproteine, wie Kollagen und
Elastin, spezialisierte Proteine, wie Fibro-
nektin und Proteoglykan, sowie matrizel-

lulare Proteine [7]. Matrizelluldre Protei-
ne iiben wichtige regulatorische Funktio-
nen aus mittels direkter Bindung an Ober-
flichenrezeptoren, andere Matrixproteine
und l6sliche extrazellulare Proteine. Diese
Proteinfamilie besteht hauptsichlich aus
Tenascin, Periostin, Osteopontin und
Thrombospondin. Matrizellulire Proteine
werden stark aufreguliert im Rahmen des
tumoralen Remodellings, vor allem im so-
genannten matrizelluldren Raum, der to-
pographisch dem Tumor-Stroma-Inter-
face entspricht, d. h. der Stromazone, die
unmittelbar an die Tumorzellen grenzt.

Periostin (POSTN) ist ein sezernier-
tes 93 kDa N-Glykoprotein der extrazel-
luldren Matrix. Es weist Homologien auf
zum Insektenadhésionsmolekiil Fascic-
lin 1 und wird induziert durch TGF-B
(»transforming growth factor B“) oder
BMP-2 (,,bone morphogenic protein 2°).
POSTN wurde urspriinglich in Osteoblas-
ten identifiziert und ist verantwortlich fiir
die Knochenbildung sowie die Zahn- und
Herzentwicklung. Exprimiert ist es im pe-
riodontalen Ligament, im Periost, in den
Herzklappen und in Geweben unter me-
chanischem Stress, z. B. in der Heilungs-
phase eines Herzinfarktes. Eine erhohte
Proteinexpression wurde in zahlreichen
Tumoren beobachtet, so in Karzinomen
des Ovars, der Mamma, des Kolons, des
Pankreas und des HNO-Traktes, ferner
in Melanomen und Neuroblastomen (Re-
view in [8]).

Im Stroma ist Periostin ein wich-
tiger Organisator der extrazelluld-
ren Matrix. Durch Periostin-vermittel-
ten vermehrten Einbau von Tenascin-C
wird eine dichte maschenartige ECM-
Struktur gebildet. Die Ablagerung von
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Tenascin-Hexabrachions stabilisiert die
Bifurkation von ECM-Fibrillen [9]. Die
kovalente Vernetzung von Kollagenfib-
rillen wird durch Lysyl-Oxidase (LOX)
katalysiert und bestimmt die Festigkeit
des Bindegewebes. Periostin vermittelt
die Aktivierung von LOX durch Inter-
aktion mit BMP-1 (,bone morphogenic
protein 2% [10]). Die Fasciclin-artigen
Doménen von Periostin binden direkt an
Integrine, und iiber einen Crosstalk mit
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y+- und fast vollstandi-
ger b+-lonenserie

dem epidermalen Wachstumsfaktorre-
zeptor (EGFR) wird das Signalling iber
AKT und fokale Adhisionskinase (FAK)
aktiviert, was zu verschiedenen zellbiolo-
gischen Effekten wie EMT, Angiogenese
oder Hypoxieresistenz fithrt [11].
Kiirzlich wurde gezeigt [12] dass Peri-
ostin auch entscheidend ist fiir die Aus-
bildung von Metastasen: Angeschwemm-
te Tumorstammzellen miissen das umge-
bende fremde Stroma ,,umerziehen zur

Ausbildung einer fiir sie passenden Ni-
sche. Periostin ist dabei entscheidend fiir
die Stammzellerhaltung via Wnt-Signal-
ling.

N-Glykoprotein-Massenspektro-
metrie maligner Pleuraergiisse

Wir gingen urspriinglich von der Hypo-
these aus, dass maligne Pleuraergiis-
se von pulmonalen Adenokarzinomen,
per definitionem pMIa, eine gute Aus-
gangsbasis fiir die Detektion eines neu-
en Protein-Biomarkers wiren. Maligne
Pleuraergiisse entwickeln sich tiber Wo-
chen bis Monate. Wahrend dieser Zeit
wachsen und sezernieren die Tumor-
zellen, aber im Vergleich zum periphe-
ren Blut erfolgt wenig bis keine Clearan-
ce tiber Leber oder Niere. Ein Nachteil
ist die gemischte Zellzusammensetzung.
Weiters sind Proteomics-Untersuchun-
gen nach wie vor durch das sogenann-
te Top-down-Problem limitiert: Mehr
als die Hilfte der Serumproteine besteht
aus Albumin sowie weiteren Transport-
und Koagulationsfaktoren. Diese decken
niedrig exprimierte Marker zu.

Wir fokussierten uns deshalb auf das
Subproteom der N-Glykoproteine (N-
GP), die typischerweise in Korperfliis-
sigkeiten sezerniert werden. Ein be-
kannter Vertreter aus dieser Gruppe ist
das prostataspezifische Antigen (PSA).
Um ein N-GP-Profil zu erstellen, ver-
wendeten wir 100 pl von Pleuraergiissen
aus der Routinezytologie. Die N-GP wur-
den mittels Hydrazinchemie an Beads
gebunden und mit Trypsin sowie Pepti-
dyl-N-Glucosidase F (PNGase F) freige-
setzt (,N-GP capturing®). Anschlieflend
erfolgte die Analyse durch Mikrofliis-
sigchromatographie gekoppelt an einen
Tandemmassenspektrometer (LC-MS/
MS; [13]).

Insgesamt konnten 170 N-GP mit ho-
her Proteinwahrscheinlichkeit (>0,9) de-
tektiert werden, darunter vor allem Se-
rumfaktoren, Proteine der extrazelluld-
ren Matrix und Metastasierungsmarker.
Eines der am besten identifizierten Pro-
teine in den malignen Ergiissen, aber
nicht in den benignen Kontrollen, war
Periostin, ein sezerniertes extrazelluld-
res Matrixprotein und ein Marker fiir die
EMT (B Abb.1).



Validierung von Periostin
und L1CAM

Zur Validierung méglicher neuer Bio-
marker wurde aus Operationspréparaten
ein NSCLC-TMA angefertigt (n=532 Pa-
tienten, je zwei Stanzen pro Patient). Die
Kohorte setzte sich zusammen (je half-
tig) aus Adeno- und Plattenepithelkar-
zinomen sowie einigen adenosquamo-
sen Karzinomen. Grofzellige oder sarko-
matoide Karzinome wurden nicht einge-
schlossen. Die Immunreaktivitat von Pe-
riostin wurde von zwei Pathologen semi-
quantitativ (0-3) in den Tumorepithelien
und im peritumoralen Stroma bestimmt
(8 Abb. 2) und verglichen mit dem wei-
teren EMT-Marker Vimentin sowie den
klassischen Desmoplasieproteinen Kolla-
gen und Elastin.

Von allen diesen Proteinen korre-
lierte Periostin am besten mit Parame-
tern der Tumorprogression: Eine starke
Expression von sowohl epithelialem als
auch stromalem Periostin war assoziiert
mit gréfSerem Tumor, héherem pT, hohe-
rem Stadium und schlechterem Uberle-
ben, daneben mit einer plattenepithelia-
len Differenzierung. Viel stromales Peri-
ostin war zusatzlich assoziiert mit Metas-
tasierung pM1 und intratumoraler Ge-
faflinvasion. Eine hohe Expression von
Vimentin korrelierte mit einem héheren
Tumorgrad [14]. Insgesamt fand sich in
fast 50% der NSCLC eine zumindest fo-
kale Expression von Periostin oder Vi-
mentin im Zytoplasma von unmittelbar
ans Stroma grenzenden Karzinomzellen
— dies in Abwesenheit eigentlicher sarko-
matoider Differenzierung.

Wir analysierten zusitzlich LICAM,
ein neuronales Zelladhisionsmolekiil, das
an der Invasionsfront von verschiedenen
Karzinomen, z. B. dem kolorektalen Kar-
zinom, aufreguliert ist (Review in [15]).
25% der NSCLC exprimierten LICAM,
eine solche Expression war assoziiert mit
intratumoraler Gefaflinvasion und Aufre-
gulation der EMT-Marker Vimentin und
Slug sowie Verlust von E-Cadherin [16].
Weiter konnten wir zeigen, dass eine ho-
he Dichte von intratumoralen Makropha-
gen (TAMs) assoziiert ist mit hoherem
Tumorgrad, héherer Expression von Vi-
mentin und Periostin sowie Verlust von E-
Cadherin [17].
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A. Soltermann

Zusammenfassung

Das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom
(NSCLQ) ist ein stark fibrosierender Tumor mit
Ausbildung eines prominenten desmoplasti-
schen Stromas. Die epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) ist eine der Hauptinvasions-
arten. Mittels Massenspektrometrie identifi-
zierten wir das stromale N-Glykoprotein Pe-
riostin in Pleuraergiissen von Lungenadeno-
karzinomen. Die immunhistochemische
Validierung auf einem NSCLC-Tissue-Micro-
array sowie auf Gro3schnitten zeigte, dass
Periostin an der Invasionsfront stark aufregu-
liert wird, sowohl in den Tumorepithelien als
auch im umgebenden matrizelluldren Stro-
ma. Im Vergleich zu Kollagen, Elastin oder Vi-
mentin war Periostin am engsten assoziiert
mit Parametern der Progression, wie groBerer

Zusammenfassung - Abstract

DOI 10.1007/500292-012-1635-3

Epithelial-mesenchymale Transition beim
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom

Tumor oder hoheres Stadium, mit dem Plat-
tenepithelkarzinom und mit schlechterem
Uberleben. Eine Assoziation mit Letzterem
wurde auch fiir das Zelladhdsionsmolekiil
L1CAM gefunden. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass das NSCLC-Wachstum
assoziiert ist mit vermehrter Stromabildung
und Aufregulation von EMT-Markern an der
Invasionsfront. Die Invasionsfront kdnnte
eine topographisch wichtige Region fiir eine
zielgerichtete Therapie gegen Stroma oder
EMT sein.

Schliisselworter

Periostin - Neoplasien - Maligner
Pleuraerguss - Bronchialkarzinom -
Desmoplastisches Stroma

Abstract

Non-small cell lung carcinoma (NSCLC) is a
highly fibrotic malignancy, which exhibits a
prominent desmoplastic stroma. Epithelial-
mesenchymal transition (EMT) is one of the
main modes of carcinoma invasion. We iden-
tified the stromal N-glycoprotein periostin
by mass spectrometry of lung adenocarcino-
ma pleural effusions. Validation on a NSCLC
tissue microarray and on tumor whole sec-
tions by immunohistochemistry indicated
that periostin is strongly upregulated at the
invasive front in both tumor epithelia and the
surrounding matricellular space. In compari-
son to collagen, elastin and vimentin, perios-
tin was found to be most closely associated
with parameters of tumor progression such

Epithelial-mesenchymal transition in non-small cell lung cancer

as larger size and higher stage, with the squa-
mous cell histotype, and with decreased sur-
vival. An association with decreased survival
was also found for the cell adhesion molecule
L1CAM. In conclusion, enlargement of NSCLC
tumors is associated with an increase of des-
moplastic stroma and concomitant upregula-
tion of EMT markers at the invasive front. The
tumor-stroma interface may be a candidate
topographic region for stroma- or EMT-direct-
ed therapy.

Keywords

Periostin - Neoplasms - Pleural effusion,
malignant - Lung cancer - Desmoplastic
stroma

Charakterisierung der
Invasionsfront auf
GroBschnitten

Die Resultate der TMA-Validierung spre-
chen fiir die Hypothese, dass grofiere Tu-
moren immer mehr desmoplastisches
Stroma bilden. Allerdings ist die Mikro-
architektur eines Lungenkarzinoms kom-
plex und nicht vollstindig darstellbar auf
TMA-Stanzen (B Abb. 3). Wir wieder-
holten deshalb die Periostin-Immunhis-
tochemie auf Tumor-Grof3schnitten von
je 15 Adeno- und Plattenepithelkarzino-

men, von denen auch Gefriergewebe vor-
handen war. Eine hohe Proteinexpression
in den Karzinomzellen wie im umgeben-
den Stroma korrelierte wiederum mit
einem groflerem Tumor und dem Platten-
epithelkarzinom, ferner mit einem hohe-
rem Grad [18].

Interessanterweise fand sich fiir Peri-
ostin ein Expressionsgradient vom un-
mittelbaren Tumor-Stroma-Interface,
dem matrizelluliren Raum, der auch die
Pseudobasalmembran enthalt, zu tumor-
ferneren Stromaarealen bzw. tumorfreien
zentralen Narben. Deutliche Unterschie-
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de fanden sich auch in der Dichte von
Kollagen- vs. Elastin-Fibrillen. Es kann
davon ausgegangen werden, dass das he-
terotope und reziproke Signalling vorwie-
gend im matrizelluliren Raum stattfindet
und Proteine wie Periostin oder Tenascin
eine wichtige Rolle innehaben bei der
Ausdehnung von Karzinomverbanden
in ihr eigenes neugebildetes Stroma. In
weiter entfernter élterer Kollagenfibrose
scheint Periostin von geringerer Bedeu-
tung zu sein bzw. das Epitop wird eventu-
ell maskiert durch andere Fasern. Inner-
halb der Karzinomverbénde lief8 sich fiir
L1CAM ebenfalls ein Gradient feststellen:
Tumorzellen, die unmittelbar ans Stro-
ma grenzten, zeigten eine konkomitante
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Aufregulation fiir LICAM, Slug und Vi-
mentin, wihrend zentrale Anteile E-Cad-
herin-positiv waren (8 Abb. 4).

Periostin-lsoformen

Von Periostin waren bisher vier Isofor-
men bekannt, Isoform 4 ist beim Harn-
blasenkarzinom mit erhéhter Invasivi-
tdt assoziiert [19]. Wir fihrten deshalb
eine quantitative sowie isoformenspezi-
fische RT-PCR-Analyse auf den oben er-
wiahnten NSCLC-Gefriergeweben sowie
auf parallelen Nierenzellkarzinompro-
ben durch. Die qRT-PCR zeigte, dass Pe-
riostin-mRNA héher ist im NSCLC als in
der korrespondierenden normalen Lunge

Abb. 2 « Plattenepithel-
karzinom, immunbhistoche-
mische Farbung fiir Perios-
tin, Vimentin und E-Cad-
herin. a Periostin ist expri-
miert in den Tumorepithe-
lien, einschlieBlich Mitosen,
sowie im fibrillaren Stroma
des matrizellularen Rau-
mes. b Das gleiche Mus-
ter findet sich fiir Vimentin,
das als intermedidres Fila-
ment aber in den Fibroblas-
ten liegt. c Leichter Verlust
von membrandrem E-Cad-
herin mit zunehmender In-
vasionstiefe

[18]. In der Sequenzanalyse fanden sich
acht Isoformen in der fetalen Lunge, in
den NSCLCs und in korrespondierender
normaler Lunge aber nur fiinf. Das spricht
fiir eine Splice-spezifische Regulation
wihrend der Embryogenese (8 Tab. 1).
Vier dieser acht Isoformen sind neu. Eine
weitere neue Isoform wurde nur im Nie-
renzellkarzinom gefunden [20]. Mittels
Laser-Capture-Mikrodissektion konnten
wir zeigen, dass Periostin-mRNA sowohl
in den Karzinomepithelien als auch in den
stromalen Fibroblasten gebildet wird, was
gegen den frither postulierten passiven
Influx spricht. Die genaue Funktion und
der prozentuale Anteil dieser Isoformen
ist bisher nicht bekannt.



Tumorspezifische
Stromatherapie

Die Chemotherapie eines Karzinoms
zielt meistens auf die Tumorepithelien
ab, speziell auf die bekannten pradiktiven
genetischen Alterationen. Allerdings gibt
es inzwischen Inhibitoren der Neoangio-
genese wie Bevacizumab, d. h. grundsitz-
lich kdme auch eine kombinierte ,,Tumor-
Microenvironment-Therapie“ in Frage.
Da solide Tumoren meistens ein krafti-
ges Stroma mit hoher metabolischer Ak-
tivitdt entwickeln, ist die Identifizierung
onkofetaler Isoformen von fibrilliren

Normale

Stromaproteinen ein moglicher Weg, um
einen Inhibitor pharmakodynamisch mit
guter Spezifitit und therapeutischer Brei-
te in ein Karzinom, aber nicht ins Nor-
malgewebe zu bringen. In klinischer Er-
probung beim metastasierten Melanom,
beim M. Hodgkin und bei soliden Tu-
moren sind zurzeit zwei humane mono-
klonale sc-Fv(,,single chain variable frag-
ment“)-Antikorper:
== L19 gegen Fibronektin-EDB, eine
onkofetale Isoform mit extrazelluldrer
Doméne B, und
== F16 gegen Tenascin-C mit ebensol-
cher A1 Doméne.

Abb. 3 <« Mikroarchitektur
eines Plattenepithelkarzi-
noms der Lunge, HE-GroB3-
schnitt. Der Tumor enthalt
mehrere, eher zentrale Fle-
cken von narbiger Fibrose.
In der Peripherie verschie-
dene Umgebungsstruktu-
ren: Lungenparenchym mit
Retentionspneumonie, gro-
Rere Blutgefdale, Lymph-
knoten bzw. lymphofolliku-
|are Entziindung und Knor-
pelspangen. Unten/rechts:
Trotz groBer Unterschie-

de in der Kollagen- und
Elastin-Fibrillogenese hat
die gesamte Oberflache
eine etwa gleiche Immun-
reaktivitdt fiir Periostin

Abb. 4 < a Doppelimmun-
fluoreszenz fiir LICAM

und E-Cadherin an der In-
vasionsfront. L1ICAM ist in
den Epithelien am Tumor-
Stroma-Ubergang expri-
miert. Das Umgekehrte gilt
fiir E-Cadherin. b Doppel-
immunbhistochemie fiir den
EMT-Transkriptionsfaktor
Slug und E-Cadherin

Beide Antikorper zeigten eine robuste
stromale Immunreaktivitit auf Gefrier-
schnitten von NSCLC- und Mesotheli-
omgewebe unserer Biobank [21].

Im Mausmodell war der L19-Antikor-
per um die neoangiogenetischen Tumor-
gefifle lokalisiert und fiihrte zu einer se-
lektiven Zerstorung der Tumorgefifie
nach Laser-Aktivierung eines Photosensi-
tizer-Konjugates [22]. Eine Tumorzersto-
rung kann auch durch Kopplung an Inter-
leukin-2 oder *Jod erreicht werden. Peri-
ostin ist wie Tenascin-C ein matrizellula-
res Protein und eine mdégliche Zielstruk-
tur, die tiber Blutgefifle, z. B. tiber die
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Tab. 1

Periostin-Isoformen, die in Gefriergeweben von nichtkleinzelligen

Lungenkarzinomen, korrespondierender normaler Lunge, fetaler Lunge und
Nierenzellkarzinomen detektiert wurden
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alex.soltermann@usz.ch

Nierenarterie, erreicht werden kann [23].
Das Protein wird in vielen Tumoren stark
aufreguliert. Ein Antikorper mit der not-
wendigen hohen Affinitit miisste wahr-
scheinlich gegen den N-Terminus (bis
Exon 16) gerichtet sein, denn dort liegen
die stark immunogenen und konservier-
ten FAS-Doménen. Allerdings werden
die verschiedenen Isoformen durch Aus-
tausch von Exon-Kassetten im C-Termi-
nus (Exon 17-23) gebildet, der damit fiir
die hohe Plastizitit in der Evolution ver-
antwortlich ist [24].

Fazit fiir die Praxis

== Ein Grof3teil der nichtkleinzelligen
Lungenkarzinome zeigt an der Inva-
sionsfront eine Expression von mes-
enchymalen Markern wie Periostin
oder Vimentin (epithelial-mesenchy-
male Transformation, EMT); Zellen mit
EMT-Phanotyp miissen als erhdht in-
vasiv betrachtet werden.
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== Die Aufregulation von EMT-Proteinen

korreliert nicht unbedingt mit einer
fibroblastoiden Morphologie bzw.
einer sarkomatoiden Differenzierung,
vielmehr handelt es sich um eine ,bio-
chemische” EMT.

Die ,biochemische” EMT ist grund-
satzlich reversibel, z. B. in Fremd-
organmetastasen.
Faserzusammensetzung und Ausdeh-
nung des Stromas bzw. der zentralen
Narbe sind von prognostischer, wahr-
scheinlich auch von pradiktiver Be-
deutung.

Ein ausgedehntes fibrillares Stroma
mit plumpen Fibroblasten ist meta-
bolisch aktiv und mit schlechterem
Uberleben assoziiert.

Der matrizelluldre Raum unmittelbar
an der Grenze zu den Tumorepithe-
lien ist der bevorzugte Ort fiir rezipro-
kes Signalling. Die Etablierung eines
solchen Raumes ist wichtig fiir die
Entstehung einer Metastasennische
in einem Fremdorgan.
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4 AY918092 2958 369 751 83,850 17,18,21 + + +
5 - - 540 - - 21 + - -
Inter
6 - - 534 - - 18 - - -
7 = = 363 = - 17,18,19 + + +
8 - - 279 - - 17-19.21 + +  + by the industry.
9 - - 450 - - 18,21 + - -
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6 1-13 14-16 17 19 20 21 22-23 18:1605-1619
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8 1-13 14-16 20 22-23
9 1-13 14-16 17 19 20 22-23
Die Isoformen 1-4 waren bekannt, die Formen 5-9 sind neu, die Isoform 6 findet sich nur beim Nierenzellkarzinom.
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