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Einleitung 1

. EINLEITUNG

,,Ich bin noch nicht bereit sie gehen zu lassen. Und auch sie selbst ist noch nicht
bereit zu gehen. Das Leben hatte doch gerade erst angefangen.
(zitat einer Hinterbliebenen, deren Schwester mit 19 Jahren einer

Osteosarkomerkrankung erlag)

Bis heute sind solche Schicksale im Zusammenhang mit einer
Osteosarkomerkrankung kein Einzelfall und stellen behandelnde Humanmediziner
vor groRe Herausforderungen. Charakteristisch fiir diesen Tumor ist ein duRerst
progressiver und aggressiver Verlauf mit sehr hohem Metastasierungspotential,
welcher ein ebenso aggressives und interdisziplinares Therapiekonzept erfordert
(Schlegel, 2017). Relativ gesehen gelten diese malignen Knochentumore als selten,
dennoch sind zwei bis flinf Patienten pro 100.000 Einwohner vorallem im Kindes-
und Jugendalter betroffen (Bianchi et al., 2004). Mit Beginn der multimodalen
Chemotherapie in den 1970ern konnte bereits eine deutliche Verbesserung der
Therapieergebnisse erzielt werden (Kotz et al., 2002), jedoch stagnieren die 5-
Jahres-Uberlebensraten seitdem im Bereich von 60-80% (Gebert et al., 2002).
Patienten mit bereits metastasiertem Osteosarkom haben eine wesentlich

geringere Uberlebenschance von ca. 20 % (Harris et al., 1998; Bielack et al., 2002).

Auch die kanine Spezies ist vom Osteosarkom betroffen, hier stellt es sogar den
haufigsten aller kaninen malignen Knochentumoren dar (Liptak et al., 2004b;
Morello et al., 2011). Das kanine Osteosarkom zeichnet sich durch eine noch
héhere Malignitit im Vergleich zum humanen Aquivalent aus und metastasiert
ebenfalls sehr friih (Gorman et al., 2006; Morello et al., 2011). Leider stagnieren
daher auch in der Veterindrmedizin die Uberlebensraten seit Jahren in einem
unzufriedenstellenden Bereich (je nach Therapie Uberleben 2 Jahre nach
Diagnosestellung nur 20-30%) (Berg, 1996; Hahn et al., 1997). Aufgrund ahnlicher
Lebensbedingungen und vieler Gemeinsamkeiten im Krankheitsverlauf (z.B.
Metaphysenlokalisation und Metastasierung) bei humaner und kaniner Spezies,
rickt der Hund in Forschungsbelangen immer mehr in den Fokus der

Wissenschaftler. Ein Umstand, der auch die kanine Therapie weiter verbessern
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konnte. Es herrscht somit in der Human- und Tiermedizin grofRes Interesse und
Bedarf an weiterfliihrender Forschung sowie innovativen Therapiekonzepten, um
die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Mensch und Hund zu steigern. Da die in
vivo-Forschung meist in einem Nagermodell begonnen wird, fiel die Wahl im

Rahmen dieses Projekts auf die Maus.

In dieser Arbeit wird untersucht, ob und inwiefern ein neuartiges aromatisches
Kohlenwasserstoffamphiphil als moglicher neuer Therapieansatz Einfluss auf
Tumorgenese, -progression und Metastasierung des Osteosarkoms im murinen

Modell nimmt.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Definition eines Osteosarkoms allgemein

Das Osteosarkom ist ein primar maligner Knochentumor mesenychmalen
Ursprungs mit hohem Malignitdtsgrad (Tabelle 1). Charakteristisch fur diese
Neoplasie sind Knochenmatrix (=Osteoid) und/oder unreifes trabekulares
Knochengewebe-bildende spindelformige pluripotente  Mesenchymzellen

(Bianchi et al., 2004; Kessler und Ammer, 2013; Imbach et al., 2014).

Tabelle 1: Pathologische Systematik von Tumoren aus (Hermanns, 2015)

gutartig bdsartig
epitheliale Tumoren -kal'*zmom .
Zellart + -om (Plattenepithelkarzinom)

(Epitheliom, Fibrom) -sarkom

mesenchymale Tumoren i
(Fibrosarkom)

2. Das kanine Osteosarkom

2.1, Epidemiologie
Mit einer Inzidenz von 5,5-6,5 Erkrankungen pro 100.000 Hunden (Priester und
McKay, 1980; Dernell et al., 2001) und einem Anteil von 5-6 % an allen bosartigen
kaninen Tumoren (Brodey et al., 1963; Brodey und Riser, 1969; Priester und
McKay, 1980; Jongeward, 1985) ist das Osteosarkom absolut gesehen eine seltene
Tumorerkrankung. Relativ gesehen sind Osteosarkome mit 85-90 % jedoch die

haufigsten primaren Knochentumore (Kessler und Ammer, 2013).

75 % der Tumore treten appendikular auf, betreffen also das GliedmalRenskelett,
wahrend die restlichen 25 % axial an den platten und kurzen Knochen auftreten
(Wolke und Nielsen, 1966; Gorman et al., 2006; Withrow et al., 2013). Die GrolRRe
der Hunde spielt dabei eine entscheidende Rolle: 95 % aller groBwiichsigen Hunde

entwickeln appendikuldre Osteosarkome und nur 5 % die axiale Form (Withrow et
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al., 2013). Bei eher kleinwiichsigen Patienten (unter 15 kg) ist zu 60 % das axiale
Skelett betroffen (Brodey und Riser, 1969; Kistler, 1981; Cooley und Waters,
1997).

Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung betragt 7-9 Jahre, es exisitieren
jedoch auch Erkrankungsberichte Uber wesentlich jingere Hunde, die zum
Diagnosezeitpunkt erst 10 bzw. 18-24 Monate alt waren (Misdorp und Hart, 1979)
(Evans, 1983; Withrow et al., 2013). Der jlingste in der Literatur beschriebene Fall

war ein erst 6 Monate alter Welpe (Phillips et al., 1986).

Bestimmte Rassen scheinen pradisponiert fiir eine Osteosarkomerkrankung zu
sein. Darunter fallen in Deutschland Rottweiler, Deutscher Schaferhund, Dogge,
Boxer und Bernhardiner (Kessler und Ammer, 2013). Jingere Studien berichten
zusatzlich von Greyhounds und Retrievern. Ausschlaggebend scheint im
Gesamtkontext aber weniger die Rasse, als viel mehr GroRRe, Gewicht und die
damit verbundenen Belastungen fiir entsprechende Skelettareale zu sein (Kistler,
1981; Rosenberger et al., 2007). 75 % der Osteosarkome groRer Rassen finden sich
metaphysar an den langen Rohrenknochen, dabei sind am haufigsten distaler
Radius und proximaler Humerus betroffen (Knecht und Priester, 1978; Withrow et
al., 2013). Ebenfalls oft betroffene Lokalisationen sind proximale und distale
Anteile der Tibia (Withrow et al., 2013). Interessanterweise ist bei Greyhounds

vermehrt der proximale Femur in der Literatur genannt (Rosenberger et al., 2007).

Hinsichtlich der Geschlechterverteilung scheinen Riden mit einem
Geschlechtsverhaltnis von 1,5:1 bisher haufiger zu erkranken (Misdorp und Hart,
1979; Kistler, 1981; Spodnick et al., 1992; Egenvall et al., 2007). Jlingere Studien
bestatigen dies jedoch nicht und berichten von dhnlichen Inzidenzen (weiblich
46.9 % : mannlich 53.1 %) (Belanger et al., 2017). Kastrierte Hunde beider
Geschlechter haben ein signifikant héheres Risiko an einem Osteosarkom zu
erkranken als intakte Hunde (Ru et al., 1998; Cooley et al., 2002; Kustritz, 2007;
Kustritz, 2012; de la Riva et al., 2013; Hart et al., 2014; Smith, 2014; Belanger et
al., 2017). Dabei ist die genaue Atiologie dieses erhthten Risikos nicht bekannt, es
wird jedoch der nachfolgend beschriebene Zusammenhang vermutet. Nach
Gonadektomie und entsprechendem Abfall der Sexualhormonlevel kommt es

haufig zur Entwicklung einer Adipositas. Als Folge dieser Adipositas entwickeln sich
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nahezu regelmaBig Gelenkerkrankungen und die Inzidenz neoplastischer
Erkrankungen steigt (German, 2006; Lund et al., 2006). Somit kdnnte die erhéhte
Inzidenz eines Osteosarkoms ein sekundarer Effekt sein, basierend auf erhohtem
Koérpergewicht und gesteigertem Metabolismus (McGreevy et al., 2005; Colliard

et al., 2006).

2.2. Formen

2.2.1. Appendikuldres Osteosarkom
75 % aller Osteosarkome betreffen das GliedmaRenskelett (Wolke und Nielsen,

1966). Diese Form wird in Kapitel 2.3 bis 2.11 ausfiihrlich behandelt.

2.2.2. Osteosarkome des axialen Skeletts

Bei Osteosarkomen des axialen Skeletts sind die platten und kurzen Knochen
betroffen. Sie kommen dabei insgesamt eher selten vor, der Anteil bei kleinen
Hunden unter 15 kg liegt allerdings bei (iber 40 % (Brodey und Riser, 1969; Kistler,
1981; Heyman et al., 1992; Hammer et al., 1995; Cooley und Waters, 1997). Vor
allem kleine Terrier-Rassen, Spaniel und Dackel scheinen hier anfillig zu sein
(Kessler und Ammer, 2013). Eine weitere Studie berichtet von hauptsachlich
mittelgroRen und groRen betroffenen Hunderassen. Pradilektionsstellen fiir diese
Art von Osteosarkomen sind in absteigender Reihenfolge Schadel (Mandibula,
Maxilla, restliche Schadelanteile), Wirbel, Rippen und Becken (Heyman et al.,
1992). Seltener ist die Skapula betroffen (Kirpenstein et al., 1994). Betroffene
Hunde sind im Durchschnitt etwa 9 Jahre alt, eine Ausnahme stellen hier
Osteosarkome der Rippen dar (Heyman et al., 1992; Cooley und Waters, 1997).
Weibliche Hunde erkranken haufiger an einem Osteosarkom der Maxilla und des

Beckens als Riiden (Heyman et al., 1992).

2.2.2.1. Osteosarkome des Schadels

Zumeist ist bei Osteosarkomen des Schadels die Mandibula betroffen, gefolgt von
Maxilla und den restlichen Schadelanteilen (Heyman et al., 1992). Die Tumoren
dieser Lokalisierung weisen niedrige Mitoseraten auf (Loukopoulos und Robinson,
2007). 15 % der mandibuldren kaninen Osteosarkome waren in einer Studie bei

Hunden mit einem Gewicht unter 15 kg zu finden und zwei Drittel der Patienten
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gehorten dem weiblichen Geschlecht an (Straw et al., 1996).

Palpatorisch sind Osteosarkome der Kieferknochen durch knochenharte
Raumforderungen charakterisiert, die in spateren Stadien Probleme bei der
Nahrungsaufnahme bereiten koénnen. Symptome maxillarer Osteosarkome
reichen von Deformation des Viszerokraniums, Exophthalmus, Schmerzen und
Dysphagie bis hin zu Nasenausfluss (Kessler und Ammer, 2013). Die
Metastasierung erfolgt bei mandibuldren Osteosarkomen pulmonal, osseir,
viszeral und in Lymphknoten, allerdings relativ spat und nur bei 5-30 % der
Patienten (Heyman et al., 1992; Straw et al., 1996). Eine spate Metastasierung

trifft auch auf maxillare Osteosarkome zu (Heyman et al., 1992).

Therapie der Wahl bei Osteosarkomen der Kiefer stellt die Maxill-/
Mandibulektomie dar. Dabei hat die vollstandige Resektion eines Osteosarkoms
der Mandibula die beste Prognose aller Lokalisationen dieses Tumors beim Hund.
Ein Jahr nach Mandibulektomie leben noch 70 % der kaninen Patienten (Straw et
al., 1996). Systemische Chemotherapie und primare Strahlentherapie haben
bisher keine lebensverlangernde Effekte gezeigt (Heyman et al., 1992; Straw et al.,

1996; Kessler und Ammer, 2013).

Die Maxillektomie stellt eine weitaus groRere Herausforderung fiir den Chirurgen
dar, eine Kombination aus dorsolateralem und intraoralem Zugang sowie
prdaoperativer Computertomographie zur Planung ist dabei aber hilfreich
(Lascelles et al., 2003). Eine Studie berichtet von 1-Jahres-Uberlebenszeiten von

45 % (White, 1991).

Osteosarkome der Schadeldeckenknochen kommen Uberproportional oft bei
Boxern vor (Hardy et al., 1967; Brodey und Riser, 1969). Sie machen sich als
knochenharte Schadelauftreibung bemerkbar und kénnen mit zentralnervosen
Ausfallerscheinungen, Kauproblemen und Exophthalmus, sowie inspiratorischem
Atemgerdusch und Nasenausfluss einhergehen (Hardy et al., 1967; Kessler und
Ammer, 2013). Etwa 30 % entwickeln Metastasen (Hardy et al., 1967). Histologisch
sind Schadelosteosarkome haufig niedrigeren Grades (Loukopoulos und Robinson,
2007), die Prognose ist jedoch trotzdem als vorsichtig aufgrund der schlechten

Voraussetzungen fiir eine vollstdandige chirurgische Resektion zu beurteilen
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(Kessler und Ammer, 2013).

2.2.2.2. Osteosarkome der Wirbel

Mit 46 % ist das Osteosarkom der haufigste aller kaninen Wirbeltumoren (Slatter,
2003). Das durchschnittliche Erkrankungsalter betragt 7 Jahre (Morgan et al.,
1980). Symptomatisch kommt es zu schnell auftretenden neurologischen
Problemen wie Hyperadsthesien und lokalem Schmerzempfinden. Die
Therapieempfehlung besteht in einer (Hemi-)Laminektomie mit dem Ziel der
Myelondekompression und der Biopsieentnahme in Ermangelung einer
Moglichkeit zur vollstandigen Resektion (Dernell et al., 2001). Additiv besteht die
Moglichkeit einer palliativen Radiotherapie, dennoch ist die Prognose als

vorsichtig bis infaust zu beurteilen (Dickerson et al., 2001).

2.2.2.3. Osteosarkome der Rippen

64 % der primaren malignen Rippentumoren sind Osteosarkome (Pirkey-Ehrhart
et al., 1995; Liptak et al., 2004a). Betroffen sind zumeist mittelgroRe und groRRe
Hunde (Pirkey-Ehrhart et al., 1995) im Alter von 4,5 - 5,5 Jahren (Feeney et al.,
1982; Heyman et al., 1992). Palpatorisch sind die Rippenosteosarkome als harte
und unverschiebliche Raumforderung am Thorax charakterisiert. Sie sind
schmerzhaft und zum Zeitpunkt der Diagnosestellung meist bereits im
fortgeschrittenen Stadium. Respiratorische Einschrankungen werden nicht
beobachtet, es kann aber zum Thoraxerguss kommen (Kessler und Ammer, 2013).
Die Tumorbiologie zeichnet sich durch eine hohe Aggressivitdat, eine hohe
Mitoserate und haufige Metastasierung aus (Feeney et al., 1982; Hammer et al,,
1995; Loukopoulos und Robinson, 2007). Therapeutisch wird die en-bloc-
Resektion der tumords veranderten und benachbarten Rippen empfohlen, sowie
im Anschluss eine Chemotherapie (Matthiesen et al., 1992; Pirkey-Ehrhart et al.,
1995). Zur Defektdeckung erfolgt eine autologe Transplantation in Kombination
mit einer M.-latissimus-dorsi-Muskellappenplastik (Halfacree et al., 2007; Liptak
et al., 2008). Ansonsten eignen sich resorbierbare Prolenenetze oder
Plastikplatten um die Thoraxwand zu substituieren, jedoch ist hier die
Komplikationsrate hoher (Bright, 1981; Matthiesen et al.,, 1992; Liptak et al.,

2008). Hinsichtlich der Prognose hat sich die Kombination aus en-bloc-Resektion
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und adjuvanter Chemotherapie gegeniiber der alleinigen chirurgischen Therapie

bewahrt (Matthiesen et al., 1992; Pirkey-Ehrhart et al., 1995).

2.2.2.4. Osteosarkome des Beckens und der Skapula

Diese Lokalisationen sind nur selten von einem Osteosarkom betroffen, die
Neoplasie kann sich jedoch bei Erkrankung des Femurkopfes liber das Ligamentum
proprium auf das Azetabulum ausbreiten und somit auf das Becken lbergreifen.
Symptomatisch &dullerst sich zunadchst die Erkrankung in einer lokalisierten
Umfangsvermehrung und geringgradigen Bewegungseinschrankungen, im
spateren Verlauf kénnen durch Nervenschadigungen und Beeintrachtigung des
Hiftgelenks starkere Lahmheiten sowie Defdkationsprobleme auftreten (Kessler
und Ammer, 2013). Aus therapeutischer Sicht wird hier zur Hemipelvektomie
geraten, die bei entsprechenden chirurgischen Fahigkeiten ein sehr gutes
Outcome ermoglicht (Straw et al., 1992b; Kramer et al., 2008). Als Alternative

kommt eine palliative Radiotherapie in Betracht (Dickerson et al., 2001).

Die Therapie eines Skapula-Osteosarkoms besteht aus einer Kombination von
computertomographischer Planung, Amputation der kompletten Gliedmalie bzw.
partieller/totaler Skapulektomie und adjuvanter Chemotherapie (Kirpenstein et
al., 1994; Norton et al., 2006). Die hohe Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung

macht dieses multimodale Therapieverfahren nétig (Hammer et al., 1995).

2.2.2.5. Multilobuldre Osteochondrosarkome (MLO)

Das seltene maligne MLO geht von den flachen Schadelknochen aus und wird auch
als Chondroma rodens oder multilobuldres Osteom/Chondrom bezeichnet (Straw
et al., 1989a; Dernell et al., 1998). Betroffen sind dltere Hunde von mittelgroRer
bis groBer Rasse beider Geschlechter. Die meistens betroffenen Lokalisationen

sind das Schadeldach und das Jochbein.

In der diagnostischen Bildgebung zeigt sich klassischerweise eine ,,gelappte,
rontgendichte Masse mit grobkérnigen Verkalkungen und scharf abgegrenzten
Rdndern zum benachbarten Knochengewebe, das eine begrenze Lyse aufweisen
kann’ (Kessler und Ammer, 2013) zitiert nach (Straw et al., 1989a). Die Histologie
ist charakterisiert durch von Spindelzellen umgebenen Inseln von partiell oder

total verkalktem Knorpel- oder Knochengewebe (Straw et al., 1989a). Als Folge der
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kompressiven Wirkung auf das Gehirn kdnnen neurologische Defizite auftreten

(Gallegos et al., 2008; Psychas et al., 2009).

Die Tumorbiologie ist charakterisiert durch langsames Wachstum, Lokalinvasivitat,
spate Metastasierung und haufige Rezidivierung nach marginaler Resektion (Straw
et al., 1989a). Die Therapieempfehlung besteht aus sorgfiltiger
Operationsplanung mit CT und MRT sowie aggressiver Chirurgie (Gallegos et al.,
2008). Adjvante Chemo- oder Radiotherapie brachten bisher keine

lebensverlangernden Erfolge (Dernell et al., 1998).

2.2.2.6. Juxtakortikale Osteosarkome

Im Unterschied zum haufigsten vorkommenden appendikuldren Osteosarkom,
das primar innerhalb des Knochens entsteht, sind die sehr seltene juxtakortikale
und periosteale Form an der KnochenaulRenseite bzw. dem Periost lokalisiert.
Diese weniger aggressive Variante des Osteosarkoms ldsst sich in der
rontgenologischen Bildgebung gut an dem intakten Knochenkortex erkennen. In
der Histologie lassen sich Tumorzellen und gut differenzierte Chondro-, Fibrozyten
und Osteoblasten unterscheiden. Zu kleine Biopsien kdnnen daher als Chondrom,
Osteom oder reaktives Knochengewebe fehldiagnostiziert werden (Withrow et al.,

2013).

Die Tumorbiologie zeichnet sich durch eine geringere Malignitat im Vergleich mit
der appendikuldren Form, langsames Wachstum und spdte Metastasierung aus.
Eine En-bloc-Resektion der betroffenen Lokalisation bzw. Amputation oder

gliedmaRenerhaltende Chirurgie sind Therapie der Wahl (Withrow, 1980).

2.2.2.7. Extraskelettale Osteosarkome

Die sehr seltenen extraskelettalen Osteosarkome machen etwa 2 % aller
Osteosarkomerkrankungen aus und sind im Weichteilgewebe und der Mamma
lokalisiert. Betroffene Weichteile sind zu iber 80 % viszerale Organe wie Milz,
Leber, Niere, Nebennieren, Diinndarm, Hoden, Vagina und Augen (Kuntz et al.,
1998a). Betroffen sind vor allem alte Hunde (durchschnittlich 11 Jahre alt) beider
Geschlechter der Rassen Beagle und Rottweiler. Das Gewicht scheint ebenfalls
Einfluss zu nehmen: Eine Studie berichtet, dass Giber 40 % der erkrankten Hunde

unter 15 kg wogen (Kuntz et al.,, 1998a; Langenbach et al., 1998). Diese
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Osteosarkomform ist charakterisiert durch eine hohe Aggressivitat und hohe
Metastasierungswahrscheinlichkeit. Von einer monotherapeutischen
chirurgischen Therapie st aufgrund der schlechten Prognose und
Uberlebenszeiten von 26-33 Tagen abzuraten (Patnaik, 1990; Kuntz et al., 1998a).
Die Prognose verbessert sich bei adjuvanter Chemotherapie mit Cisplatin oder

Doxorubicin nur marginal (Kuntz et al., 1998a).

2.3. Atiologie des appendikulidren Osteosarkoms
Leider existieren keine gesicherten umfassenden Erkenntnisse zur Atiologie des

Osteosarkoms (Morello et al., 2011).

Bei Betrachtung der am haufigsten betroffenen Skelettanteile fallt auf, dass vor
allem Areale in der Nahe von spat schlieBenden Wachstumsfugen
gewichttragender Knochen erkranken. Aufgrunddessen lag die Vermutung nahe,
dass Mikrotraumen und Verletzungen der Wachstumszone ursachlich fiir eine
Osteosarkom-Erkrankung sein konnten (Gellasch et al., 2002). Diese These wiirde
auch die hohe Inzidenz bei Greyhounds stiitzen, die viel im Rennsport eingesetzt
werden und deren Knochen somit starken Belastungen ausgesetzt sind (Salisbury

und Lantz, 1988).

Trauma- und frakturassoziierte Osteosarkome im Zusammenhang mit
Fremdkorpern, Munitionsteilen, Osteosynthese und Metallimplantaten treten in
ca. 5 % der Fdlle auf. In diesen Fadllen nahmen oftmals Infektionen, lang
verbleibende Fremdkérper oder andere heilungsbeeintrachtigende Faktoren
Einfluss (Knobloch, 1990; Harasen und Simko, 2008; Dunn et al.,, 2012). In
Anbetracht dieses geringen Vorkommens kénnte das Auftreten von
Osteosarkomen nach Metallimplantaten aber auch nur ein simpler Zufall sein
(Murphy und Parker, 1997). Pradilektionsstelle fiir diese Osteosarkomform ist der
Femur (Stevenson et al., 1982; Stevenson, 1991; Slatter, 2003). Trauma-assoziierte
Osteosarkome treten gehauft diaphysar auf, dies unterscheidet sie von der
spontan auftretenden Form (Gillette et al., 1990). Selten kommt es zu einem
spontanen oder postoperativen Infarkt des Knochens, hier wird ebenfalls ein
Zusammenhang mit dem Osteosarkom vermutet (Marcellin-Little et al., 1999;

Holmberg et al., 2004). Osteochondritis dissecans wird ebenfalls als ursachlicher
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Faktor fur eine Osteosarkomerkrankung in der Literatur genannt (Holmberg et al.,

2004).

Aufgrund der Erkrankungshaufigkeit bei bestimmten Rassen wie Bernhardinern,
Rottweilern und Scottish Deerhound geht man auflerdem von einer gewissen
hereditaren Komponente aus (Phillips et al., 2007; Thomas et al., 2009; Phillips et
al., 2010).

Es ist des Weiteren bekannt, dass Strahlung Osteosarkome induzieren kann

(Gillette et al., 1990; Dickinson et al., 2001).

2.4. Genetik des appendikuldren Osteosarkoms
Mit Fortschritt der molekularbiologischen Méglichkeiten konnten in den letzten
Jahren Genmutationen im Zusammenhang mit Osteosarkomerkrankungen
detektiert werden. Eine erhohte Expression des p53-Tumorsuppressorgens
kommt bei 40,7 % der kaninen Osteosarkomfalle vor und geht mit kiirzeren
Uberlebenszeiten einher (Kirpensteijn et al., 2008). Andere Studien berichten von
hochaggressivem Tumorverhalten im Zusammenhang mit einer Uberexpression
des p53-Gens (Sagartz et al., 1996; Van Leeuwen et al., 1997; Mendoza et al., 1998;

Loukopoulos et al., 2003).

Eine Uberexpression des erb-B2-Gens, kodierend fiir den humanen epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER-2), wurde in kaninen Zelllinien und
Gewebeproben festgestellt (Flint et al., 2004). Eine weitere Studie berichtet von
Deletionen, Mutationen und verminderter Expression des PTEN (Phosphatase und
Tensinhomolog)-Tumorsuppressionsgens in  Osteosarkomzelllinien und -
tumorgewebe  (Levine et al, 2002). Weiterhin scheinen der
Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) und sein Rezeptor c-Met, sowie Insulin-like-
growth  factor-1 (IGF-1) und sein Rezeptor (IGF-1R) an der
Osteosarkomentwicklung beteiligt zu sein (Ferracini et al., 2000; MacEwen et al.,

2004; De Maria et al., 2009; Fieten et al., 2009).

Die an der Progression des Primartumors und der Metastasierung beteiligten
Matrixmetalloproteinasen (MMP)-2 und -9 werden ebenfalls in Zelllinien und
Tumorgewebe exprimiert (Lana et al., 2000; Loukopoulos et al., 2004). Ebenfalls

an der Metastasierung beteiligt ist Ezrin, ein Membran und Zytoskelett
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verbindendes Protein. Es konnte in 83 % der kaninen Primdrtumore nachgewiesen
werden und wird mit kiirzeren Remissionszeiten assoziiert im Vergleich zu Proben

mit geringer Ezrinexpression (Khanna et al., 2004).

2.5. Biologisches Verhalten des appendikularen Osteosarkoms
Als Ursprung des Osteosarkoms wird in der Literatur der Markraum des Knochens
angegeben. Das Wachstum ist charakterisiert durch die lokale Destruktion, die
invasive, proximodistale Ausbreitung im Markraum und die Zerstorung
spongiosen Knochens. Dies hat die fortschreitende Destruktion des kortikalen
Knochens zur Folge und kann bei weiterer Progression zum Verlust der Statik, der
Funktion und einer pathologischen Fraktur fihren. Rontgenologisch lassen sich als
Stabilisierungsversuch des Knochens klassische sklerotische
Knochenverdichtungen im Markraum und periostale Knochenzubildungen

beobachten (Kessler und Ammer, 2013).

Lokalisiert sind Osteosarkome zumeist metaphysar und in Gelenknahe. Dabei sind
die VordergliedmaBen doppelt so oft wie die HintergliedmalRen betroffen
(Langenbach et al.,, 1998). Am haufigsten erkranken der distale Radius und
proximaler Humerus, gefolgt von distalem Femur und proximaler/distaler Tibia
(Straw et al., 1990; Withrow et al., 2013). Osteosarkome Uberspringen aber nur
sehr selten ein Gelenk (Kessler und Ammer, 2013; Withrow et al., 2013). Eine
Ausnahme stellt der proximale Femur dar, hier kann eine Ausbreitung Gber das

Ligamentum proprium auf das Becken erfolgen (Kessler und Ammer, 2013).

Eines der Hauptprobleme im Zusammenhang mit dieser Neoplasie ist die friihe
hamatogene pulmonale Metastasierung. Die Lungenmetastasen kénnen
zusatzlich Ursache arterieller und vendser Thromben sein, die dann im weiteren
Verlauf zu einer Embolie und plétzlichem Exitus fihren kénnen (Boston et al.,
2006). 80 % der kaninen Osteosarkompatienten sterben aufgrund der pulmonalen
Metastasierung (Szewczyk et al., 2015). Desofteren finden sich zudem Metastasen
in Knochen, der Leber, der Milz, den Nebennieren, im Gehirn und im Herzen
(Gorman et al.,, 2006; Kessler und Ammer, 2013; Withrow et al.,, 2013).
Knochenmetastasen haben dabei bessere Prognosen als Weichteilmetastasen

(Boston et al., 2006). Die Wahrscheinlichkeit der Metastasenentwicklung scheint
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von der Tumorlokalisation abhdngig zu sein: Ein Osteosarkom des distalen Radius
geht mit einem geringeren Metastasierungsrisiko einher, als ein solcher Tumor des
proximalen Humerus, distalen Femurs oder der proximalen Tibia (Schmidt et al.,

2013).

Lymphogene Metastasierung tritt in etwa 4,4-10 % der Falle auf (Hillers et al.,
2005; Kessler und Ammer, 2013). Kutane Metastasen hingegen sind sehr selten
(Gorman et al., 2006). Das wesentlich gravierendere Problem sind allerdings die
Mikrometastasen, die zu Beginn der tierarztlichen Evaluation noch nicht
nachweisbar sind. Zum Zeitpunkt der ersten Vorstellung sind bei etwa 5-10 % der
Patienten bereits Lungen- oder Knochenmetastasen festzustellen. Ein Jahr nach
alleiniger Amputation sind jedoch bereits mehr als 90 % der erkrankten Tiere von
der Metastasierung betroffen. Daher muss bereits bei Diagnosestellung die
Existenz dieser Mikrometastasen im Hinterkopf behalten werden (Kessler und
Ammer, 2013). Die Inzidenz von Knochen- und Weichteilmetastasen steigt nach

chemotherapeutischer Behandlung an (Berg et al., 1995; Withrow et al., 2013).

2.6. Klinik des appendikularen Osteosarkoms
Klinisch fallt zuerst eine intermittierende, aber deutliche Lahmheit des
betroffenen Beines auf (Morello et al., 2011; Kessler und Ammer, 2013; Withrow
et al., 2013). Diese kann sich laut Besitzerangaben schleichend entwickelt haben
oder zuerst auf ein Trauma zuriick geflihrt werden. Der Schmerz wird ausgel6st
durch die osteolytischen Vorgange an der Kortex und Verletzungen des Periosts.
Erst im fortgeschritteneren Stadium findet die Weichteilinvasion und die damit
auftretende klassische Schwellung statt (Kessler und Ammer, 2013). Parallel
nimmt der Lahmheitsgrad zu (Morello et al., 2011). Der palpatorische Befund
unterliegt sehr groBen Schwankungen von weich bis hart und ist oft mit
Schmerzhaftigkeit verbunden (Morello et al., 2011; Kessler und Ammer, 2013).
Eine akute, das Bein komplett entlastende Lahmheit kann Hinweis auf eine

pathologische Fraktur sein (Morello et al., 2011).

Respiratorische Dysfunktionen treten selten auf, selbst im Falle von
diagnostizierten pulmonalen Metastasen. Appetit und Wohlbefinden hingegen

nehmen mit Fortschreiten der Krankheit deutlich ab (Kessler und Ammer, 2013).
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2.7. Diagnostik des appendikuldren Osteosarkoms
Initial sollte eine griindliche orthopéadische Untersuchung mit Palpation der
Schwellung durchgefiihrt und Rontgenaufnahmen in zwei Ebenen erstellt werden.
Diese umfassen mediolaterale Aufnahmen der GliedmaRenknochen inklusive
benachbarter Gelenke, laterolaterale Wirbelsaulenaufnahmen und ventrodorsale
Aufnahmen des Beckens (Wallack et al., 2002; Kessler und Ammer, 2013). Die
rontgenologische Diagnostik dient der Evaluation des Primartumors und

extrathorakaler Metastasen (Straw et al., 1989b).

Typischerweise finden sich bei Osteosarkomen in der roéntgenologischen
Diagnostik unterschiedliche Kombinationen osteolytischer und
knochenproliferativer Vorgange (Gibbs et al., 1985). Ein Charakteristikum dieser
Neoplasie stellt die Destruktion der Kortikalis dar, die in einer pathologischen
Fraktur resultieren kann. Weiterhin ldsst sich in etwa 50 % der Falle das
sogenannte ,,sunburst-Phdanomen’’ beobachten. Als solches werden ausgepragte
periostale  Zubildungen und  Knochenneubildungen bezeichnet, die
sonnenstrahlenférmig als Spiculae von der Kompakta ausgehen. Ein zusatzlich
haufig zu beobachtendes Merkmal ist das Codman’sche Dreieck, welches durch
das invasive Tumorwachstum, die resultierende Periostabhebung und der Bildung
neuen Knochengewebes zwischen Cambiumschicht und Periost entsteht. Das
Codman’sche Dreieck ist jedoch nicht pathognomonisch fiir die
Osteosarkomerkrankung (Wallack et al., 2002; Kessler und Ammer, 2013), sondern
tritt auch bei anderen Krankheiten wie Ewing- und Chondrosarkom auf (Miamed,
2018). Die Wachstumsgeschwindigkeit kann anhand des Destruktionstypus und
der Art der Lasionsbegrenzung beurteilt werden (Gibbs et al., 1984). Langsam
wachsende Osteosarkome weisen einen schmalen Lasionsrand und ein
weitgehend unversehrtes Periost auf, wohingegen aggressive Tumore durch
infiltratives Wachstum und einen breiteren, verwaschenen Léasionsrand

charakterisiert sind (Dieckmann, 2008).

Eine Sonographie des Abdomens kann zusatzliche Hinweise auf eine
Osteosarkomerkrankung liefern. 75 % der kaninen Patienten mit dieser Neoplasie
zeigten laut einer Studie Abnormalitdten, am haufigsten war die Milz betroffen.

Lisionen in Leber und Nieren waren zudem mit kiirzeren Uberlebenszeiten
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verbunden (Sacornrattana et al., 2013).

Zur weiteren diagnostischen Evaluation eignen sich die Computer- und
Magnetresonanztomographie. Dabei ist die Computertomographie besonders zur
Darstellung der Knochenveranderungen und des Metastasierungsstatus geeignet,
wahrend die Magnetresonanztomographie die Methode der Wahl fir die
Beurteilung der Weichteil- und Markraumausdehnung der Neoplasie darstellt

(Wallack et al., 2002; Kessler und Ammer, 2013).

Als Ergdanzung zu den tomographischen Untersuchungsmethoden sei die
Szintigraphie zu nennen. Sie dient der Identifikation sehr kleiner Veranderungen
und findet vorallem Anwendung im prdoperativen Staging auf der Suche nach
Knochenmetastasen (Forrest und Thrall, 1994; Jankowski et al., 2003; Gosling et

al., 2010).

Bei vielen kaninen Knochentumoren findet sich eine erhdhte Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase. Diese wird in der Literatur als prognostischer Marker
genannt (Lucas et al., 2008). Zusatzlich lasst sich diese gesteigerte Aktivitat in der
histologischen Diagnostik in Form einer ALP-Farbung zur Abgrenzung von anderen
primaren Knochentumoren nutzen (Britt et al., 2007). Des Weiteren kénnen
erhohte Werte des Knochenresorptionsmarker N-Telopeptid in Serum und Urin

auf eine Osteosarkomerkrankung hinweisen (Lucas et al., 2008).

Zur Sicherstellung der Diagnose kann zusatzlich eine Biopsie entnommen und eine
anschlieRende zytologische bzw. histopathologische Untersuchung durchgefiihrt
werden. Hierzu gibt es die Moglichkeit der Feinnadelaspiration oder der
inzisionellen histologischen Knochenbiopsie (Powers et al., 1988; Stockhaus et al.,
2003; Britt et al., 2007). Die Gewebeentnahme sollte stets aus dem
Lasionszentrum entnommen werden, da peripher vemehrt reaktives
Knochengewebe lokalisiert ist. Bei der Feinnadelsaspiration ist zu bedenken, dass
von multiplen Lasionsstellen Zellen gesammelt werden sollten (Stockhaus et al.,
2003). Besonders von Bedeutung fiir die korrekte Diagnosestellung ist hierbei die
Probennahme aus den lytischen Lasionsanteilen; dieser Anteil ist gut erkennbar
durch die weiche Beschaffenheit des Knochens (Kessler und Ammer, 2013). Der

Nachteil der Gewebeentnahme fiir die histopathologische Untersuchung liegt in
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der moglichen Transplantation von Tumorzellen in den Biopsiekanal (Henrichs et

al., 2010).

2.8. Differentialdiagnosen des appendikuldaren Osteosarkoms
Differentialdiagnostisch kommen zunachst andere primare Knochentumoren, wie
das Chondro-, Fibro- und Hamangiosarkom in Frage. Bei Ausschluss dieser
Neoplasien kommen zudem Knochenmetastasen, primar extraskelettale und
benigne Tumoren wie beispielsweise das Osteoidosteom in Betracht. Auch
infektiose Erkrankungen wie eine bakterielle und mykotische Osteomyelitis oder
ein Leishmaniosebefall des Knochens kdnnen Ursache dhnlicher Beschwerden
sein. Zusatzlich sind degenerative, reparative oder autoimmune Knochenldsionen

zu nennen (Kessler und Ammer, 2013).

2.9. Staging des appendikuldaren Osteosarkoms
Um die AusmaBe der Tumorausdehnung einschatzen und die entsprechend
optimale Therapieoption wahlen zu kénnen, wird das Osteosarkom in Stadien
nach Enneking eingeteilt (Enneking, 1989; Gosling et al., 2010). Des Weiteren
erweist sich eine solche Einteilung als sehr niitzlich zum Vergleich von Studien und

Fallberichten.

Zur umfassenden Evaluation des Tumorstadiums sollten links und rechts
anliegende, sowie ventrodorsale Rontgenbilder der Lunge erstellt und beurteilt
werden. Zusatzlich wird eine Palpation der regiondaren Lymphknoten empfohlen.
Bei einer VergroBerung sollte zudem nachfolgend eine zytologische Untersuchung
durchgefihrt werden. Ergidnzend kann die Ultraschall, Computer- und
Magnetresonanztomographie sowie die Szintigraphie flr das Staging zum Einsatz
kommen (Kessler und Ammer, 2013). Die Szintigraphie eignet sich hervorragend
fir den Nachweis von Knochenmetastasen (Gosling et al., 2010), jedoch erbringt
sie keinen spezifischen Nachweis fiir eben solche, sondern detektiert allgemein
Areale mit osteoblastischer Aktivitat. Somit muss ebenfalls
differentialdiagnostisch an Osteoarthritiden und infektiose Geschehen gedacht

werden (Jankowski et al., 2003).

Die einteilende Beurteilung schlielt den histologischen Grad (G), die anatomische

Ausbreitung des Primartumors (T), sowie lokale und Fernmetastasen (M) ein. Bei
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allen Stadien wird zuséatzlich noch zwischen intrakompartimentalen (A) und
extrakompartimentalen (B) Tumoren unterschieden. Im Stadium | finden sich gut
differenzierte Lasionen (G1) ohne Metastasierung. Dies tritt beim Hund allerdings
dulerst selten auf, da der GroRteil der kaninen Osteosarkome niedrig differenziert
ist. Stadium Il ist charakterisiert durch niedrige Differenzierung und hohe
(G2) Unter Stadium Il fallen samtliche

Malignitat ohne Metastasen.

Differenzierungen mit vorhandener Metastasierung (Enneking, 1989). Abbildung

1 zeigt eine Ubersicht der Stadien in tabellarischer Form.

1A B A 113 1A me

Grad Gl Gl G2 G2 GI-2 Gl-2

Lokalisation Tl T2 T T2 Ll T2

Metastasen MO MO Mo MO Mi Mi

Klinischer Wenig Schmer- Wenig Schmer- Starke Schmerzen, Starke Schmerzen, Starke Schmerzen, massives

Verlauf zen oder indo- zen oder indo- massives Wachstum  massives Wachs- Wachstum, systemische Sympto-
lent, schleichen-  lent, tastbar, tum, tastbare me. Spontanfrakturen, tastbare
des Wachstum schleichendes Tumormasse, Spon-  Metastasen, Lungenmetastasen

Wachstum tanfraktur

Szintigraphie Vermehrte Vermehrte Vermehrte Anrei- Vermehrte Anrei- Vermehrte Anreicherung im Tumor

Anreicherung Anreicherung cherung bis Gber cherung bis Gber bis tiber die radiologischen Tumor-
die radiologischen die radiologischen grenzen, Anreicherung in Lungen-
Tumorgrenzen Tumorgrenzen metastasen selten

Rontgenbild ] ] 18] (1] L8]] -

(Lodwick-Grad)

MRT/CT Irrequlare oder Tumorausdeh- Durchbrochene Durchbrochene Durchbrochene (Pseudo-) Kapsel
arrodierte Kap- nung aus dem (Pseudo-) Kapsel — (Pseudo-) Kapsel - im bzw. auBerhalb des Komparti-
sel aberim Kompartiment aber im Komparti- auBerhalb des ments, Lungenmetastasen oder
Kompartiment ment Kompartiments vergroBerte Lymphknoten

Abbildung 1: Enneking-Einteilung aus (Freyschmidt et al., 2010)

Anhand dieser Einteilung fallen der GroBteil der kaninen Osteosarkome zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung in das Stadium I[IB oder Ill (Boston et al., 2006;
Withrow et al., 2013).
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2.10. Therapie des appendikuldren Osteosarkoms
Nach eingehender Diagnostik inklusive Staging erfolgt die Entscheidung, welche
Therapieform zum Einsatz kommen soll. Die Therapie des invasiv und infiltrativ
wachsenden Osteosarkoms geht mit weiten bzw. radikalen Resektionsrdandern
(Abbildung 2) einher, um moglichst keine Tumorzellen im Operationsgebiet zu

hinterlassen (Kessler und Ammer, 2013).

Abbildung 2: Verschiedene Arten von Resektionsrandern aus (Enneking et al., 1980)

Eine kurative Therapieintervention kann dabei aufgrund der friihen
Metastasierung bisher nur in Kombination mit einem adjuvanten Vorgehen
erreicht werden (O'Brien et al., 1993; Berg, 1996; Withrow et al., 2013). Ziel dabei
ist die verbesserte Kontrolle tber Primartumorbett und —resektionsrander, die
Eliminierung von Metastasen der reaktiven Zone und die Tumorzellnekrose zur

Rezidivvermeidung (Mauldin et al., 1988; Powers et al., 1991).

Eine neoadjuvante Therapie kann im Vorfeld einer chirurgischen Malnahme
hilfreich sein, indem sie die Tumorausmalle verkleinert und besser zum
umliegenden Gewebe abgrenzt. Dieses Vorgehen wird als ,,Downstaging”

bezeichnet (Bieling et al., 1991).

2.10.1. Amputation

Die radikale Therapieform der Amputation stellt bei appendikuldren
Osteosarkomen die Methode erster Wahl dar, da sie die Tumorentfernung in toto
gewadhrleistet (Kessler und Ammer, 2013). Des Weiteren wird so das Risiko einer

pathologischen Fraktur eliminiert und die Schmerzhaftigkeit deutlich reduziert



Literaturibersicht 19

(Kirpensteijn et al., 1999).

Bei Osteosarkomen der VordergliedmaBe wird zur Amputation der gesamten
GliedmalRe mitsamt Skapula geraten (Kessler und Ammer, 2013). Ist die
HintergliedmalRe betroffen, ist die Amputationshohe abhdngig von der
Tumorlokalisation. Osteosarkome distal des Kniegelenks werden mit einer
Amputation im proximalen Femurdrittel bzw. im Huftgelenk behandelt. Tumore
des distalen Femurs bedirfen einer Amputation im Hiftgelenk (Kessler und
Ammer, 2013). Im Falle von Femurkopftumoren hingegen ist aufgrund der
Ausbreitungsmoglichkeit Gber das Ligamentum proprium die Azetabulektomie die

Methode der Wahl (Kramer et al., 2008).

Hunde mit amputierten GliedmaRen erholen sich in der Regel schnell ohne hohe
Komplikationsrate und zeigen eine gute Beweglichkeit (Kirpensteijn et al., 1999;
Von Werthern, 1999). Bei den beschriebenen Komplikationen handelt es sich um
Blutverlust, Infektion sowie selten Embolie und  postoperative
Darmverschlingungen (Straw und Withrow, 1996). Es besteht mittlerweile die
Moglichkeit einer GliedmalRenprothese nach distalen Radius- und
Tibiaamputationen. Kontraindikationen einer Amputation stellen orthopadische
und neurologische Defizite der kontralateralen GliedmaRe sowie hochgradige

Adipositas dar (Morello et al., 2011; Kessler und Ammer, 2013).

Leider fihrt die alleinige Therapie der Amputation aufgrund der meistens bereits
vorhandenen Mikrometastasierung zu unzufriedenstellenden medianen

Uberlebenszeiten von nur drei bis vier Monaten (Spodnick et al., 1992).

2.10.2. GliedmaBenerhaltende Chirurgie

Im Falle von Kontraindikationen einer Amputation oder Ablehnung durch die
Patientenbesitzer kommt unter bestimmten Umstanden eine
gliedmaRenerhaltende chirurgische Therapie in Frage. Sind weniger als 50 % der
Knochenldange und nur eine GliedmaBe betroffen, sowie eine vollstindige
Resektion im Weichteilgewebe moglich, kann liber eine gliedmalRenerhaltende
Chirurgie nachgedacht werden. Aufgrund des invasiven Wachstums werden diese
Voraussetzungen selten erfiillt und daher bleibt diese Vorgehensweise nur

wenigen Patientenfallen vorbehalten (Dernell et al., 2001; Leibman et al., 2001;
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Kessler und Ammer, 2013).

Die Wahl der Rekonstruktionsmethode richtet sich dabei vor allem nach Tumor-
bzw. Defektlokalisation. Sind die Rohrenknochen betroffen, bedarf es zumeist
einer zusatzlichen mechanischen Stabilisation mittels osteosynthetischer Platten

(Straw et al., 1992a; Kirpensteijn et al., 1998).

Bis auf wenige Ausnahmen wurden mit dieser Behandlungsform die besten
Resultate in Verbindung mit einer Arthrodese des benachbarten Gelenks erzielt
(Boston et al.,, 2007). Aufgrund dieser Tatsache beschranken sich die
Anwendungsmoglichkeiten auf den distalen Radius, die distale Tibia und die Ulna
(Morello et al., 2001; Kessler und Ammer, 2013). Die Anwendung der
gliedmaRenerhaltenden Chirurgie bei anderen Tumorlokalisationen fiihrte bisher
zu keinen Uberzeugenden Resultaten und war zusatzlich mit einer hdheren

Komplikationsrate kombiniert (Kuntz et al., 1998b; Morello et al., 2001).

Alternativ dazu werden vor allem bei diametaphysaren Tumorlokalisationen
gelenkiibergreifende Allografts und Endoprothesen erfolgreich eingesetzt (Wittig
et al.,, 2002; Liptak et al., 2005; Dieckmann et al., 2010). Das tumortragende
Knochenkompartiment  kann  durch die Methode der allogenen
Knochentransplantation substituiert werden. Hierbei wird ein
Knochentransplantat aus einer Knochenbank nach Sterilisation implantiert.
Nachteil ist die bekannte Transplantationsproblematik der viralen
Infektionsgefahr (Kessler und Ammer, 2013). Eine weitere Moglichkeit ist die
extrakorporale Devitalisierung des Tumors durch Pasteurisierung, Bestrahlung
und/oder Autoklavieren, sowie die darauffolgende Reimplantation mit
antibiotikumhaltigem Knochenzement (Buracco et al., 2002; Yamamoto et al.,
2002; Morello et al., 2003; Boston et al., 2007; Dieckmann, 2008; Kessler und
Ammer, 2013). Als Platzhalter fur den resezierten Knochen kommen zusatzlich
einfach zu handhabende Metallzylinder zum Einsatz, die die Problematik der
Transplantatsuche, -verfligbarkeit und —infektionsgefahr umgehen (Kessler und

Ammer, 2013).

AuBerdem kann in bestimmten Fillen eine autogene Knochentransplantation

durchgefiihrt werden. Hierbei wird in der Literatur vor allem von der
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Ulnatransposition unter Schonung der kaudalen interossiaren GefdBe in das
Resektionsgebiet des Radius berichtet (Séguin et al., 2003). Dabei ist jedoch die
ulnaerhaltende komplette Tumorresektion Bedingung. Alternativ kommen die
Transplantation proximaler, nicht vaskularisierter Ulnateile, sowie der
kontralateralen Ulna oder einer Rippe in Frage. Allerdings besteht hierbei die
Gefahr der Sequestrierung (Kessler und Ammer, 2013). Bei dem komplizierten
Verfahren des Knochentransports nach llizarov kommt ein mobiles
Ringfixationssystem zum Einsatz, das den Ubrig gebliebenen Knochen in das

Resektionsbett verlangern soll (Ehrhart, 2005; Kessler und Ammer, 2013).

GroBBter Nachteil der gliedmalRenerhaltenden Chirurgie ist die hohe
Wahrscheinlichkeit (24-25 %) eines Lokalrezidivs nach unvollstandiger
Tumorresektion (Calhoun und Mader, 1989; Straw und Withrow, 1996; Kessler
und Ammer, 2013). Die Infektionsraten einer solchen chirurgischen Intervention
liegen zwischen 30-44 % (Calhoun und Mader, 1989; Straw und Withrow, 1996),
was interessanterweise signifikant langere Uberlebenszeiten zur Folge hat (siehe
Tabelle 2) (Lascelles et al., 2005). Eine sich auch gegen den Tumor richtende
Immunreaktion, die eine kontinuierliche Stimulation der natiirlichen Killerzellen
und Makrophagen zur Folge hat, wird als mogliche Erklarung in der Literatur
angegeben (Sottnik et al., 2010b). Bedingt durch eine Allotransplantatinfektion
kann es beispielsweise wahrend der Revaskularisierung zur Schraubenlockerung
und in seltenen Fallen zur Fraktur der Osteosynthesenplatte kommen, was zum
Zusammenbruch des orthopéadischen Konstrukts (Implantatversagen) fihren kann
(Straw und Withrow, 1996; MacDonald und Schiller, 2010). Des Weiteren
erfordern diese hochkomplizierten Operationstechniken ausgepragte chirurgische

Fahigkeiten und Erfahrung (Kessler und Ammer, 2013).

Voraussetzung fiir einen derartigen gliedmalenerhaltenden chirurgischen Eingriff
sollte immer die griindliche Aufklarung der Besitzer und deren Bereitschaft zu
unangenehmen Entscheidungen sein, vor allem in Hinblick auf die hohe
Komplikationsrate und der moéglichen ultima ratio einer Amputation (Leibman et

al., 2001; Kessler und Ammer, 2013).
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2.10.3. Chemotherapie

2.10.3.1. Systemische Chemotherapie

Da die chirurgische Resektion des Tumors nichts gegen die Haupttodesursache des
Osteosarkoms, die Metastasierung, ausrichten kann, ist die systemische
Chemotherapie zur Bekdmpfung der (Mikro-)metastasen unbedingt notwendig

(Kessler und Ammer, 2013).

Auch die Monotherapie der systemischen Chemotherapie ist nicht das Mittel der
Wahl. Empfohlen wird die Amputation in Kombination mit der maoglichst frih
beginnenden adjuvanten Chemotherapie, die jedoch aufgrund der
Myelosuppression, Regeneration und Wundheilung nicht friiher als eine Woche
nach dem operativen Eingriff initiiert werden sollte (Berg, 1996; Kessler und
Ammer, 2013; Withrow et al., 2013). Voraussetzung hierbei ist ein negativer
Lungenmetastasenbefund (Kessler und Ammer, 2013), da die Existenz pulmonaler

Metastasen die Prognose signifikant verschlechtert (Ogilvie et al., 1993).

Fir die chemotherapeutische Behandlung des Osteosarkoms eignen sich die
Platin-Derivate Cisplatin und Carboplatin, sowie Doxorubicin (Kessler und Ammer,
2013). Eine Kombination verschiedener Chemotherapeutika flihrt zwar nicht zu
einer verbesserten Wirksamkeit, mildert jedoch die Nebenwirkungen (Selmic et

al., 2014).

Cisplatin wird sowohl adjuvant, als auch neoadjuvant, also vor der Amputation,
eingesetzt und verbessert in beiden Fillen die mediane Uberlebenszeit (Straw et
al., 1991). Allerdings scheint es keine groRe Wirksamkeit gegen Metastasen zu
haben (Straw et al., 1991). Aufgrund der ausgepragten Nephrotoxizitdt ist bei
Wahl dieses Chemotheraputikums auf eine ausreichende diuretische Behandlung
zu achten (DeRegis et al., 2003). Als weitere Nebenwirkungen sind Emesis und

Myelosuppression zu nennen (Kessler und Ammer, 2013).

Carboplatin verhdlt sich hinsichtlich der Myelosuppression (neutrophile
Granulozyten und Thrombozyten) und der Uberlebenszeiten dhnlich wie Cisplatin
(Kessler und Ammer, 2013), hat aber zusatzlich Einfluss auf den intratumoralen
Blutfluss (DiResta et al., 2008). Carboplatin wirkt jedoch weniger nephrotoxisch als

Cisplatin, eine Diuresebehandlung ist damit hinfallig. Die einfachere Anwendung
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macht dieses Chemotherapeutikum damit zum Mittel erster Wahl (Kessler und

Ammer, 2013).

Doxorubicin wird als Monotherapie oder als kombinierte Therapie mit
Platinderivaten eingesetzt. Es zeichnet sich durch eine etwas geringere
Wirksamkeit als Cis- und Carboplatin aus (DeRegis et al., 2003). Kontraindikationen

stellen Kardiomyopathien dar (Kessler und Ammer, 2013).

Die Behandlungsempfehlung besteht derzeit aus 6-8 Applikationen Carboplatin
(300 mg/m?) alle 21 Tage beginnend 7-10 Tage nach Amputation (Phillips et al.,
2009). Ein weiteres etabliertes Protokoll beinhaltet vier alternierende
Applikationen von Carboplatin (300 mg/m?) und Doxorubicin (30 mg/m?) (Bailey
et al, 2003; Kent et al., 2004). Die fraktionierte Applikation der
Chemotherapeutika dient einerseits dem Schutz des umliegenden Gewebes, das
sich schneller regenerieren kann als neoplastisches Gewebe. Andererseits kommt
es in der Zeit zwischen den Applikationen zur Reoxygenierung hypoxischer
Tumoranteile, die somit wieder sensitiv flir chemotherapeutische Interventionen
werden (Nolte et al., 2001). Der chemotherapeutische Behandlungszyklus schlieRt
regelmalige hamatologische Untersuchungen zur Evaluation der nephrologischen

Toxizitdat und Myelosuppression ein (Kessler und Ammer, 2013).

2.10.3.2. Lokale und lokoregionale Chemotherapie

AuBer einer systemischen Anwendung der genannten Chemotherapeutika kommt
zusatzlich die lokale bzw. lokoregionale Chemotherapie in Betracht. Dazu zihlen
die Verabreichung mit Zytostatika behandelter Schwamme oder Granula, sowie
die intraarterielle Applikation von Chemotherapeutika (Hernigou et al., 1989;

O’Brien, 1993; Hahn et al., 1996; Withrow et al., 2004; Mehl et al., 2005).

Beispielsweise wurde open cell polylactic acid-Platin (OPLA-Pt), ein
biokompatibles und mit Cisplatin behandeltes Polymer als Granulat oder
Schwamm, in einer kaninen Studie erfolgreich eingesetzt. Die
gliedmaRenerhaltende Chirurgie wurde mit dem in das Resektionsbett verbrachte
OPLA-Pt und einer systemischen Cisplatin-Chemotherapie kombiniert. Mehr als
drei Cisplatinbehandlungen inklusive lokaler Applikation von OPLA-Pt fihrten zu

signifikant langeren Uberlebenszeiten (O’Brien, 1993).
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Andere Studien testeten Polymethylmethacrylat (PMMA), ein Knochenzement,
bei dessen Aushartung Temperaturen um die 90°C erreicht werden. Es wurden
dabei unterschiedlichen Dosen Methotrexat (gewichts- und groRenabhangig) im
Rahmen eines extremitdatenerhaltenden Therapiekonzeptes mit dem
Knochenzement  kombiniert. Die mediane  Uberlebenszeit variierte
dosisunabhdngig bei den Studien zwischen 7,5-18 Monaten, 11 % der kaninen
Patienten (iberlebten zwei Jahre (Hernigou et al., 1989; Kessler und Ammer, 2013).
Bei mehreren Studienteilnehmern musste spater eine Amputation durchgefiihrt

werden oder es kam zu Rezidiven (Kessler und Ammer, 2013).

Eine intraarterielle Verabreichung von Chemotherapeutika, auch isolated limb
perfusion (ILP) genannt, wurde bereits erfolgreich am kaninen Patienten
angewandt. Eine oOrtliche Hyperthermie kann helfen den Behandlungserfolg der
ILP zu steigern (Van Ginkel et al., 1995). Allerdings kommt es je nach
Chemotherapeutikum und Dosis aufgrund von Neuro- und Weichteiltoxizitat zu

unterschiedlichen Nebenwirkungen (Dernell, 1999).

Die intramedullare Applikation von Cisplatin ist eine Moglichkeit bei inoperablen
Osteosarkomen, allerdings sind die Outcomes sehr unterschiedlich und reichen
von kompletter Remission bis hin zu keinerlei Therapieerfolg (Gorman et al.,

2006).

2.10.4. Strahlentherapie

Aus Griinden der Strahlungsresistenz kommt die Radiotherapie bisher
hauptsachlich palliativ bei inoperablen kaninen Osteosarkomen zur Anwendung
(Coomer et al, 2009). Primdre Ziele sind dabei die Schmerz- und
Lahmheitsreduktion und damit Verbesserung der Lebensqualitat (Morello et al.,
2011). Die analgetische Effektivitat und Dauer variiert zwischen 50-93 % und 53-
180 Tagen (Ramirez et al., 1999; Mueller et al., 2005; Morello et al., 2011). Daher
wird die Strahlentherapie zumeist in Kombination mit anderen Therapiemethoden

angewandt.

Der therapeutische Ansatz einer adjuvanten systemischen Chemotherapie
kombiniert mit fraktionierter Strahlentherapie (Gesamtdosis 57 Gy) fiihrte in einer

Studie zu unzufriedenstellenden Uberlebenszeiten von ca. 7 Monaten (Walter et
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al., 2005).

Zum Therapieerfolg beitragen kann die Radiotherapie durch praoperative
(neoadjuvante) Bestrahlung, die darauffolgende Tumornekrose und eine daraus
resultierende hohere Wahrscheinlichkeit der kompletten Tumorentfernung
(Kessler und Ammer, 2013). Die palliative Bestrahlung von metastatischen
appendikuldaren Osteosarkomen im Stadium Il fihrte zu langeren
Uberlebenszeiten im Vergleich zur monotherapeutischen Amputation (Barnard et
al., 2007). Allerdings hat eine zu hohe Strahlendosis den Nachteil der verzogerten

Wundheilung und folglich erhéhten Infektionsgefahr (Thrall et al., 1990).

Nach Vorbild der Humanmedizin halt die stereotaktische Radiochirurgie auch in
der Veterinarmedizin Einzug. Mit Hilfe eines am Schadel befestigten Stahlrings
erfolgt im CT eine exakte Planung der Bestrahlung im Rahmen der Behandlung von
Kieferosteosarkomen, die dann mit dem Linearbeschleuniger durchgefihrt wird.
Es konnen hohe Dosen im Tumor platziert und gleichzeitig das gesunde periphere
Gewebe geschont werden (Kessler und Ammer, 2013). Eine Studie an Hunden
fiihrte zu Uberlebenszeiten von ca. einem Jahr, mehrere Patienten erlitten jedoch

pathologische Frakturen (Farese et al., 2004).

2.10.5. Chirurgische Metastasenresektion

Wie beim menschlichen Patienten wird auch in der Tiermedizin unter gewissen
Umstanden die chirurgischen Resektion pulmonaler Metastasen zur Verlangerung
der Lebenszeit durchgefiihrt (Belli et al., 1989; O'Brien et al., 1993). In bestimmten
Fallen kann der Eingriff minimal-invasiv durchgefiihrt werden (Lansdowne et al.,
2005). Eine Studie berichtet von neuen Lungenmetastasen nach drei Monaten in
50 % der Falle (Withrow, 1988).

Zu diesen Voraussetzungen gehort ein gutes Allgemeinbefinden, optimalerweise
Uber 300 Tage andauernde Remission und ein negativer
Knochenmetastasenbefund in der Szintigraphie. Ausschlusskriterien sind Befall
der Thoraxwand und des Mediastinums, sowie mehr als 1-2 réntgenologisch
nachweisbare Lungenmetastasen (d.h. > 5 mm) (Kessler und Ammer, 2013). Bei
Diagnosestellung bereits vorhandener und nach Chemotherapie auftretender

Metastasen gelten als insensitiv gegenliber einer weiteren chemotherapeutischen
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Intervention und verschlechtern die Prognose (Ogilvie et al., 1993; Withrow et al.,

2013).

2.11.

Ubersicht iiber Uberlebenszeiten verschiedener Therapieformen

Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber verschiedene Therapien und deren mediane

Uberlebenszeiten bei kaninen Osteosarkompatienten.

Tabelle 2: Uberlebenszeiten verschiedener TherapiemaRnahmen des appendikuldren

Therapieform Mediane

Alleinige
Amputation

Gliedmalen-
erhaltende
Chirurgie

+ Wund-
infektion
(30-44 %)

Chirurgische
Metastas-
ektomie

Adjuvante
Cisplatin-
therapie

Uberlebenszeit

3-5 Monate

Knochenzement

+
Methothrexat:
7,5- 18 Monate

685 Tage

176 Tage

(Durchschnitt Uz

nach Ektomie)

Gesamtiber-
lebenszeit: 487
Tage

10-12 Monate

(je nach

Dosisanzahl)

Kompli-
kationen

Infektion

Bei Knochen-
transplantat +
Knochen-
zement:
24-25 %
Lokalrezidiv,
sekundare
Amputation

Rezidiv

Nephro-
toxizitat,
Myelo-
suppression,
Emesis,
Anaphylak-
tischer Schock

Osteosarkoms. Modifiziert nach (Kessler und Ammer, 2013).

Uz Uz 22 Referenz

>1 Jahr Jahre

10- 2-4% (Spodnick et al.,

11,5 % 1992)

20 (Straw et al., 1991)

(Berg et al., 1997)

60 % 11% (Kessler und Ammer,
2013)
(Straw und Withrow,
1996)
(Calhoun und Mader,
1989)
(Lascelles et al.,
2005)
(Liptak et al., 2006)

k.A. k.A. (O’Brien, 1993)

40-55 20-30 (Straw et al., 1991)

% % (Thompson und

Fugent, 1992)
(Shapiro et al., 1988)
(Berg, 1996)

(Hahn et al., 1997)
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(Neo)
adjuvante
Doxorubicin-
Therapie
(30 mg/ m?)
i.v.

5x alle 2
Wochen
adjuvant 4x
Carboplatin
(300 mg/m?)
i.v.

Alle 3
Wochen

Adjuvante
Kombination
aus
Carboplatin
(300 mg/m?)
und
Doxorubicin
(30 mg/ m?)
3x alle 3
Wochen

2x Ifosfamid
(375 mg/m?)

Adjuvant 4x
Lobaplatin
(35 mg/m?)
alle 3
Wochen

Strahlen-
therapie +
Pamidronat

Adjuvante
systemische
Chemo-
therapie +
fraktionierte
Bestrahlung
(57 Gy)
Stereotak-
tische Radio-
chirurgie

366 Tage

307 Tage

321 Tage

479 Tage

258 Tage
309 Tage
287 Tage

95 Tage

k.A.

69 Tage

7 Monate

12 Monate

Uz= Uberlebenszeit, i.v.= intravends, k.A.= keine Angabe

Myelo-
suppression

Gastro-
intestinale
Toxizitat

Gastro-
intestinale
Toxizitat

Myelo-
suppression

Geringe anti-
Tumorakti-
vitat

Emesis,
Depression,
Thrombo-,
Leuko-,
Neutropenie
k.A.

k.A.

Pathologische
Frakturen

50,5 %

35%

35,4 %

48 %

31,8%

k.A.

k.A.

k.A.

9,7%

17 %

18 %

k.A.

k.A.

k.A.

k.A.

(Berg et al., 1995)

(Moore et al., 2007)

(Phillips et al., 2009)
(Kessler und Ammer,
2013)

(Skorupski et al.,
2016)

(Bacon et al., 2008)
(Kent et al., 2004)

(Skorupski et al.,
2016)

(Batschinski et al.,
2011)

(Kirpensteijn et al.,
2002b)

(Oblak et al., 2012)

(Walter et al., 2005)

(Farese et al., 2004)
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2.12. Prognose und Outcome des appendikuldren Osteosarkoms
Das aggressive biologische Verhalten und die schnelle Metastasierung des
Osteosarkoms resultieren in einer meist vorsichtigen Prognose (Kessler und
Ammer, 2013). Selbst eine komplette Resektion durch eine hohe Amputation ohne
zusatzliche TherapiemaRBnahmen fiihrt zu kurzen medianen Uberlebenszeiten von
123 Tagen (Spodnick et al., 1992). Prognostisch besteht kein Unterschied zwischen
einer alleinigen Amputation und alleiniger gliedmafienerhaltender Chirurgie. Zur
signifikanten Verldngerung der medianen Uberlebenszeit bedarf es adjuvanter
chemotherapeutischer Interventionen (Kessler und Ammer, 2013).
Die Uberlebensrate bei adjuvanter Cisplatintherapie liegt bei (iber 12 Monaten in
50 % der Falle. Zum Vergleich: Bei einer monotherapeutisch ausgefihrten
Amputation liegt diese Uberlebensrate bei unter zehn Prozent (Kraegel et al.,
1991). Die Uberlebenszeit korreliert auBerdem mit der Behandlungshiufigkeit
(Kraegel et al., 1991). Die mediane Uberlebenszeit bei Amputation kombiniert mit
Carboplatin betragt zwischen 307-321 Tagen (Phillips et al., 2009; Kessler und
Ammer, 2013).
Die Existenz pulmonaler Metastasen verschlechtert die Prognose signifikant
(Ogilvie et al., 1993).
Als prognostische Faktoren sind bisher die anatomische Lage des Tumors, Rasse
und Alter, Kastrationsstatus, fortgeschrittenes Tumorstadium, histologischer
Grad, Infektion und bestimmte verdanderte Laborparameter bekannt (Boerman et

al., 2012; Kessler und Ammer, 2013). Einen Uberblick gibt Tabelle 3.

Proximal von Karpal- und Tarsalgelenk lokalisierte Osteosarkome besitzen eine
schlechtere Prognose als distal gelegene (Gamblin et al., 1995). Hier sei vor allem
der (proximale) Humerus zu nennen. Ist die Neoplasie dort lokalisiert, verkiirzt sich
die mediane Uberlebenszeit um 132 Tage verglichen mit einer anderen
appendikuldren Lokalisation. Die mediane Remissionsdauer nimmt um 110 Tage
ab (Boerman et al.,, 2012). Mit Ausnahme der Mandibula, haben auch nicht-
appendikuldare Osteosarkome eine dhnlich vorsichtige Prognose, extraskelettale
Osteosarkome sogar eine noch schlechtere (Kosovsky et al., 1991; White, 1991;

Straw et al., 1996).
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Im Rahmen der Rassepradisposition seien vor allem die Greyhounds zu nennen.
Osteosarkome dieser Rasse sind hochmaligne und gehen mit sehr kurzen

Uberlebenszeiten einher (Rosenberger et al., 2007; Kessler und Ammer, 2013).

Uber die prognostische Bedeutung des Alters wird in der Literatur unterschiedlich
berichtet. Bei Hunden, die jlinger als vier bis fiinf Jahre alt sind, haufen sich
Osteosarkome hohen Grades mit einhergehender schlechterer Prognose
(Loukopoulos und Robinson, 2007; Phillips et al., 2009; Saam et al., 2011). Aber
auch ein erhohtes Alter (> 10 Jahre) wird mit kiirzeren Remissionen und
Uberlebenszeiten in Verbindung gebracht (Spodnick et al., 1992; Boerman et al.,
2012).

Kanine Patienten mit Stadium Ill-Tumoren inklusive Fernmetastasen haben
ebenfalls eine sehr vorsichtige Prognose. Lymphknotenmetastasierung besitzt
insgesamt die schlechteste Prognose, die mediane Uberlebenszeit betrigt hier 59-

76 Tage (Hillers et al., 2005; Boston et al., 2006).

Erhohte Werte der Alkalischen Phosphatase (ALP), vor allem der bone alkaline
phosphatase (BALP), verkiirzen die mediane Uberlebenszeit signifikant auf 5,5
Monate, im Vergleich zu 12,5 Monaten bei normalen serum alkaline phosphatase
(SALP)-Werten (Ehrhart et al., 1998; Garzotto et al., 2000; Kirpensteijn et al.,
2002a; Hillers et al., 2005; Moore et al., 2007). Aber auch erhohte SALP-Werte
fihren zu einer um 132 bis 186 Tage verkiirzten medianen Uberlebenszeit und
eine um 123 Tage verkiirzte Remission im Vergleich mit SALP-Werten im
Referenzbereich (Boerman et al., 2012).

Eine weitere Studie nennt zudem das totale Serumcholesterol als potentiellen
prognostischen Faktor bei kaninen Osteosarkomen: Bei 45,3 % der Patienten lag
das totale Serumcholesterol Giber den Referenzwerten. Im Vergleich dazu war dies
bei den Kontrollgruppen nur bei 6,5-10 % der Fall. Nach einer
Kombinationstherapie (Amputation und Carboplatin-Chemotherapie) Giberlebten
die Hunde mit erhohtem totalen Serumcholesterol signifikant langer (Mediane
Uberlebenszeit (MUZ) 455 Tage), als solche mit Werten im Referenzbereich (MUZ
252 Tage). Eine mogliche Erklarung ware ein Einfluss der Hypercholesterolamie

auf Differenzierung und Proliferation der Osteoblasten (Leeper et al., 2017).
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Aus hamatologischer Sicht sind bisher als negative prognostische Faktoren eine
Erhéhung der regulatorischen T-Zellen und eine Erniedrigung der CD8*-T-Zellen
bekannt (Biller et al., 2010). Zusatzlich stehen erhdhte periphere Monozyten-
(>400/ul) und Lymphozytenwerte (>1000/pl) vor Behandlungsstart im
Zusammenhang mit kirzeren Remissionszeiten (disease free interval = DFI)
(Sottnik et al., 2010a).

Mit Fortschreiten der diagnostischen, technischen Maoglichkeiten gewinnen
immunologische, molekulare und genetische Methoden an Bedeutung (Selvarajah
und Kirpensteijn, 2010). Eine Uberexpression der Cyclooxygenase 2 (COX-2) war
bei einer kaninen Studie mit deutlich schlechteren Uberlebenszeiten
vergesellschaftet (Mullins et al., 2004). Ein COX-Inhibitor kam in diesem Zuge
bereits als adjuvante Therapieoption zum Einsatz (Langova et al., 2004).

Ezrin, ein Protein, das Basalmembran und Zytoskelett verbindet, wird als
prognostischer Faktor der Metastasierung von Osteosarkomen kaniner Patienten
beschrieben (Kim und Helman, 2009). Der Nachweis gelang in 83 % der kaninen
Osteosarkomgewebeproben nach Aufbereitung mittels Gewebe-Microarray

(Khanna et al., 2004).

Tabelle 3: Uberblick liber prognostische Faktoren des Osteosarkoms

Prognostischer Spezifikation Prognose Mediane Referenz
Faktor Uz
Anatomische OS proximal von Karpal- Schlechter als | k.A. (Gamblin et al., 1995)
Lage & Tarsalgelenk distal (Boerman et al., 2012)
gelegene
(KOSOVSKY et al., 1991)
Extraskelettale OS Sehr KA (Straw et al., 1996)
schlecht o (White, 1991)
Mandibula Beste KA (KOSOVSKY et al., 1991)
Prognose o (Straw et al., 1996)
(White, 1991)
Rippe, Skapula Sehr schlecht 12 Tage (Bergman et al., 1996)
(Hammer et al., 1995)
Rasse Greyhounds schlecht k.A. (Kessler und Ammer,
2013)
Alter <4 Jahren schlecht k.A. (Loukopoulos und
Robinson, 2007)
Gewicht Hohes Gewicht schlecht k.A. (Hammer et al., 1995)

(Ru et al., 1998)
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Mitoserate

Tumorgrofe

Tumorstadium

Tumornekrose
nach Chemo-
/Strahlen-
therapie

Metastasierung

zum Zeitpunkt
der Diagnose

Lnn.-Metastasen

Alkalische
Phosphatase

COX-2

Totales Serum-
cholesterol
Regulatorische
T-Zellen
CD8*-T-Zellen

Periphere

Monozyten- und

Lymphozyten-
zahl

Je hoher

Je grolRer

Je hoher, desto
schlechtere Prognose

Lnn.-Metastasierung

Je gréRer prozentuale
Tumornekrose, desto
bessere lokale Kontrolle

Bereits vorhanden
(pulmonal oder in

Lnn.)

k.A.
erhdhte SALP/TALP und
BALP

Erhohte Expression

Werte Uber Referenzwert
Erhohte Zahl

Erniedrigte Zahl
Monozyten >400/ul
Lymphozyten >1000/ul

Desto
schlechter
Desto
schlechter

schlecht bei
Stadium 11l
mit Fern-
metastasen

sehr schlecht

k.A.

schlecht

schlecht

Schlechter als
bei physiolo-
gischen ALP-
Werten

Schlechter als
bei norm.
Expression
Bessere
Prognose
schlechter

schlechter

schlechter

k.A.

k.A.

76 Tage
(Stadium
)

59 Tage
k.A.

k.A.

48 Tage

55-9,5
Monate

(12,5-16,6
Monate
bei phys.
Werten)
k.A.

455 Tage
k.A.

k.A.

Med. DFI:
MZ:

202 Tage
LZ:

267 Tage

(Moore et al., 2007)

(Dieckmann, 2008)

(Loukopoulos und
Robinson, 2007)
(Boston et al., 2006)

(Hillers et al., 2005)
(Boston et al., 2006)

(Powers et al., 1991)

(Dieckmann, 2008)
(Dernell et al., 2001)

(Hillers et al., 2005)

(Ehrhart et al., 1998)
(Garzotto et al., 2000)
(Hillers et al., 2005)
(Kirpensteijn et al.,
2002a)

(Moore et al., 2007)

(Mullins et al., 2004)

(Leeper et al., 2017)
(Biller et al., 2010)

(Biller et al., 2010)
(Sottnik et al., 2010a)

BALP= Bone alkaline phosphatase, COX-2= Cyclooxygenase-2, Med. DFI= median disease free
interval, k.A:= keine Angabe, LZ= Lymphozyten, MZ= Monozyten, OS= Osteosarkom, SALP=
serum alkaline phosphatase, TALP= total alkaline phosphatase, UZ= Uberlebenszeit.

Der Erfolg einer Behandlung des Osteosarkoms hangt mafRgeblich vom Zeitpunkt

der Diagnose, dem Tumorstadium, der Metastasierung und deren Lokalisation

ab. Die groRRte Herausforderung ist und bleibt dabei der Kampf gegen die

Metastasen (Dieckmann, 2008).
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2.13. Alternative und innovative Therapiekonzepte bei Mensch und Hund

2.13.1. Immuntherapie

Der in Liposomenkapseln verpackte  Wirkstoff =~ Muramyltripeptid-
Phosphatidylethanolamin (L-MTP-PE, Mifamurtid) wird als
immunmodulatorisches Therapeutikum im Rahmen von
Osteosarkomerkrankungen eingesetzt. Die signifikante Erhdhung der
Uberlebenszeiten basiert auf einer gesteigerten tumorschidigenden Monozyten-

und Makrophagenaktivitdt (MacEwen et al., 1989; Shi et al., 1993).

Eine monotherapeutische Anwendung des Immunmodulators nach Amputation
fuhrt bereits zu signifikant lingeren Uberlebenszeiten von median 7,3 Monaten
im Vergleich zu median 3 Monaten (Kontrollgruppe) (MacEwen et al., 1989). Die
besten Uberlebenszeiten lassen sich jedoch mit einer Kombinationstherapie
bestehend aus Amputation, viermaliger chemotherapeutischer Anwendung von
Cisplatin Gber 28 Tage und anschlieBender Immuntherapie mit L-MTP-PE zwei Mal
wochentlich (iber 8 Wochen erzielen: 14,5 Monate im Vergleich zu 9,8 Monaten
bei alleiniger Cisplatintherapie nach Amputation. AuRerdem waren die
metastasenfreien Intervalle signifikant [anger im Vergleich zu Placebo-Liposomen.
Entscheidend dabei ist der zeitversetzte Einsatz von Immunmodulator und
Chemotherapie. Eine parallele Anwendung hat keinen signifikanten Einfluss auf
die Uberlebenszeit. Die Vertriglichkeit ist sehr gut, lediglich eine temporire
Erhéhung der Korpertemperatur um 1-2°C wurde beobachtet (MacEwen und

Kurzman, 1996).

L-MTP-PE ist unter dem Handelsnamen Mepact® seit 2009 in Europa auf dem
Markt. Limitierender Faktor hierbei ist allerdings ein hoher Preis (Kessler und

Ammer, 2013).

2.13.2. Matrix-Metalloproteinasen-(MMP)-Inhibitoren

Aufgrund der Beteiligung von Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9 an Wachstum
und Metastasierung humaner und kaniner Neoplasien kam die Idee auf, die MMP-
Inhibition therapeutisch zu nutzen (Foukas et al., 2002; Ferrari et al., 2004;
Bjgrnland et al., 2005). Der MMP-Inhibitor BAY 12-9566 kam bereits im Rahmen

von in vivo-Versuchen in der Maus zum Einsatz und besald tumorschadigende
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Eigenschaften bei Mammakarzinomen (Nelson et al., 2000). Eine klinische Studie
mit Hunden konnte jedoch bei oraler Gabe von BAY 12-9566-Tabletten (Dosis
10mg/kg) in Kombination mit einer Doxorubicin-Therapie keine signifikante
Verbesserung der Uberlebenszeiten feststellen (Moore et al., 2007). Das

Medikament ist flir den Hund nicht zugelassen auf dem deutschen Markt.

2.13.3. Aminobisphosphonate

Bisphosphonate imitieren als synthetische Analoga in niedrigen Dosen die
hemmende Wirkung des anorganischen Pyophosphats auf die Knochenresorption
ohne dabei Einfluss auf die Knochenmineralisation zu nehmen. Diese suppressive
Wirkung basiert hauptsachlich auf einer verminderten Osteoklastenaktivitat.
Anwendung finden  Aminobisphosphonate in der Reduktion von
Knochenmetastasenschmerzen (Ashton et al., 2005; Fan et al., 2005; Fan et al.,

2007; Fan et al., 2008).

Die Bisphosphonate Pamidronat und Zoledronat werden intravends verabreicht,
wobei auf die Nierenfunktion geachtet werden muss (Fan et al., 2005; Spugnini et
al., 2009). Pamidronat verbesserte in einer kaninen Studie signifikant die
Schmerzsymptomatik und Knochendichte im Tumorbereich und erhéhte damit die
GliedmaRenfunktion. Die Uberlebenszeit konnte in Kombination mit einer
palliativen Radiotherapie jedoch nicht verlangert werden (Fan et al., 2008; Kessler
und Ammer, 2013). Alendronat hingegen ist fir die orale Gabe geeignet, kann

jedoch Osophagusnekrosen induzieren (Peter et al., 1998; Tomlin et al., 2000).

In vitro-Versuche zeigten zusatzlich zytotoxisches, zytostatisches und
antiangiogenes Potential, das in Zukunft flir therapeutische Zwecke genutzt

werden konnte (Poirier et al., 2003; Kessler und Ammer, 2013).

2.13.4. Tetrathiomolybdat (TM)

Im Kampf gegen die Mikrometastasierung konzentriert sich ein neuer Ansatz auf
die Inhibition der Neovaskularisation mit Hilfe des Kupferchelators
Tetrathiomolybdat. Dies begriindet sich mit der stimulierenden Wirkung von
Kupfer auf die Angiogenese (Raju et al., 1982; Parke et al., 1988). Urspriinglich
entwickelt fir die Behandlung von Morbus Wilson, findet es nun auch Anwendung

in der Krebstherapie. Nach oraler Aufnahme des TM bildet es einen dreiteiligen
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Komplex mit Kupfer und Albumin und steht den Zellen und einer Angiogenese
nicht mehr zur Verfligung. Dieser Kupferchelator zeichnet sich durch eine schnelle
und kupferspezifische Wirksamkeit sowie geringe orale Toxizitat aus (Brewer et
al., 1991). Mehrere in vivo-Studien wurden bereits mit Nagern erfolgreich im
Zusammenhang mit verschiedenen neoplastischen Erkrankungen durchgefiihrt
(Cox et al.,, 2001; Khan et al., 2002; Pan et al., 2002; Van Golen et al., 2002).
Ergebnisse einer in vivo-Studie mit TM in Kombination mit Adriamycin an kaninen
Osteosarkompatienten liegen noch nicht vor. Diese TM-Adriamycin-Kombination
inhibiert antioxidative Zellmechanismen und kénnte somit eine zusatzliche

potente Therapiemoglichkeit darstellen (Kleinerman, 2014).

2.13.5. Aerosoltherapie

Diese noninvasive Therapieform zielt besonders auf pulmonale Mikrometastasen
ab und eignet sich zur Applikation von aerosolischen Chemo- (Gemcitabin) und
Immunotherapeutika (Interleukin-2) (Kleinerman, 2014). In vivo wurden bisher
Studien an Menschen (Huland et al., 2004; Lemarie et al., 2011), Mausen (Koshkina
und Kleinerman, 2005; Guma et al., 2014) und Hunden (Rodriguez Jr et al., 2010)
durchgefihrt. Kaninen Osteosarkompatienten mit ausgepragter Metastasierung
wurde hierbei Aerosol-Gemcitabin verabreicht. Die Aerosol-behandelten
Metastasen wiesen zentral intratumoral deutlich hoéhere Apoptose- und
Nekroseraten als unbehandelte Metastasen auf. Es konnte histologisch eine
geringe toxische Wirkung auf die Atemwege beobachtet werden. Eine
Kombination von Amputation, Carboplatin und Aerosol-Gemcitabin fiihrte zu
medianen Uberlebenszeiten von 24 Monaten bei neun Hunden. In Planung sind
weiterfuhrende Studien in Kombination mit anderen Chemo- und/oder

Immunotherapeutika (Rodriguez Jr et al., 2010).

2.13.6. Nanopartikeltherapie

Als neue Applikationsart von Chemotherapeutika wurden die STEALTH-Liposome
mit inkapsuliertem Cisplatin entwickelt. Diese Liposome sind Nanocarrier und
sollen das Chemotherapeutikum langsam in der sauren Umgebung des
Tumorgewebes abgeben und somit lokal hohere Konzentrationen erreichen

(Szewczyk et al., 2015). Die Wirkung dieser Liposomen (SPI-77) wurde in einer
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klinischen Studie an Hunden untersucht. Eine dreimalige Dosis von 350 mg/m?

intravends alle 3 Wochen erzielte aber vergleichbare Ergebnisse im Vergleich zu

einer Standardtherapie mit Carboplatin (Vail et al., 2002).

2.13.7. Meloxicam und Piroxicam

In vitro konnte der inhibierende Einfluss dieser nichtsteroidalen Antiphlogistika
auf das Osteosarkomzellenwachstum nachgewiesen werden. Die Wirkung ist
dabei dosis- und zeitabhangig (Knottenbelt et al., 2006; Wolfesberger et al., 2006).
Meloxicam und Piroxicam hemmen die Enzymgruppe der Cyclooxygenasen,
speziell die Cyclooxygenase-2 (COX-2). Die Uberexpression der COX-2 in kaninen
und humanen Osteosarkomen konnte eine mogliche Erklarung fiir die

Wachstumsinhibition sein (Pang et al., 2014). In vivo Studien stehen noch aus.
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3. Vergleich des kaninen und humanen Osteosarkoms

Das Osteosarkom gilt sowohl beim humanen, als auch kaninen Patienten als
prognostisch ungiinstige Erkrankung. Aufgrund dhnlicher Risikofaktoren, einem
vergleichbaren Verlauf und der Hauptproblematik der friihen hamatogenen
Metastasierung gewinnt der Hund als Tiermodell fiir die Osteosarkomforschung

immer weiter an Bedeutung.

3.1. Epidemiologie
Verglichen mit dem kaninen Osteosarkom tritt die humane Form mit einem bis
drei Fallen pro einer Millionen weltweit 10-30 mal seltener auf (Goorin et al., 1985;
Withrow et al., 1991; Rowell et al., 2011). Die Mehrheit der Patienten (70-75 %)
ist zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen 10 und 25 Jahren alt (Sim et al., 1993).
Hier tut sich ein entscheidender Unterschied zum kaninen Osteosarkom auf:
Hunde erkranken eher im mittleren bis hohen Alter (Withrow et al., 2013). Die
seltene extraskelettale Form betrifft beim Menschen jedoch hauptsachlich
Patienten, die alter als 30 Jahre sind (Sim et al., 1993). Kanine Patienten mit dieser
ebenfalls seltenen Form sind in den meisten Fallen bereits in hoherem Alter (Kuntz
et al., 1998a; Langenbach et al., 1998). Jedoch geht eine Erkrankung in sehr
jungem Alter bei beiden Spezies mit einer sehr schlechten Prognose einher (Taylor

et al., 1985; Bentzen et al., 1988; Group, 1988; Spodnick et al., 1992).

Beim Menschen schienen mannliche Individuen bisher haufiger zu erkranken
(Verhaltnis m:w 1,5:1) (Sim et al., 1993). Lange ging man auch bei Hunden von
einer adhnlichen Geschlechterverteilung aus, jedoch zeigen neuere Studien bei
beiden Spezies eine relativ ausgeglichene Verteilung auf (Ottaviani und Jaffe,

2009; Withrow et al., 2013; Belanger et al., 2017).

Analog zum Hund ist das Osteosarkom auch beim Menschen zumeist an den
Metaphysen langer Réhrenknochen lokalisiert. 50 % aller Falle betreffen das Knie
(Sim et al., 1993), hierbei handelt es zu 45 % um den distalen Femur, gefolgt von
proximaler Tibia (15-20 %) und distalem Humerus (10 %) (Fletcher et al., 2002;
Fuchs und Pritchard, 2002; Freyschmidt et al., 2010). Jedoch sind beim Hund eher
die VordergliedmalRen (Radius und Humerus) betroffen (Knecht und Priester,

1978; Withrow et al., 2013). Zudem scheinen groRer gewachsene humane
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Patienten, analog zu groRen Hunderassen, ein gesteigertes Erkrankungsrisiko zu

haben (Rosenberger et al., 2007; Mirabello et al., 2011).

3.2.  Atiologie

Wie beim kaninen Osteosarkom ist die exakte Atiologie der humanen Form
unbekannt. Es sind jedoch bestimmte Risikofaktoren bekannt, die Einfluss auf die
Genese eines humanen Osteosarkoms nehmen kénnen. Zu den potentiellen
Induktoren zdhlen spezielle Chemikalien, wie Beryllium, oder das FBJ-Virus,
benannt nach seinen Entdeckern Finkel, Biskis, and Jinkins (Yamagata und
Yamagata, 1984; Fuchs und Pritchard, 2002). Gewisse Erkrankungen, wie das Li-
Fraumeni-, Bloom- oder Rothmund-Thomson-Syndrom, werden im
Zusammenhang mit Osteosarkomen genannt und deuten auf genetische
Pradispositionen hin (Fuchs und Pritchard, 2002). Selten kann sich ein
Osteosarkom im Narbengewebe nach Trauma oder Hitze- oder Sdureeinwirkung
entwickeln. AuBerdem wird von neoplastischen Veranderungen an friheren
Frakturlokalisationen in Nahe von Implantaten verschiedener Materialien

berichtet (Aboulafia et al., 1999; Kirkpatrick et al., 2000).

Somit treten bereits bei den Ursachen viele Gemeinsamkeiten (Strahlung, Genetik

und Trauma) mit dem kaninen Osteosarkom auf (Mueller et al., 2007).

3.3. Genetik
Die Genexpressionsmuster sind erstaunlich dhnlich bei kaninen und humanen
Osteosarkomen (Withrow et al., 1991; Paoloni et al., 2009). Diese Analogien sind

in Tabelle 4 in Kapitel 3.9. aufgelistet.

Des Weiteren finden sich Gemeinsamkeiten bei der Chromosomenlokalisation
(Phillips et al., 2010), Chromosomenaberrationen (Sandberg und Bridge, 2003;
Thomas et al., 2009) und Onkogenen (Entz-Werle et al., 2007).

Die Identifikation abweichender Genexpression in kaninen Tumorgewebeproben
trug zur Etablierung prognostischer Marker und innovativer Therapien in der
Humanmedizin bei (Kleinerman et al.,, 1992; Asano und Kleinerman, 1993;

Kleinerman et al., 1995; Scott et al., 2011).
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3.4. Biologisches Verhalten
Zu den Gemeinsamkeiten des humanen und kaninen Osteosarkoms zdhlen die
spontane, appendikuldre Primartumorformation, die schnelle pulmonale
Metastasierung (Haupttodesursache), die seltenen Lymphknotenmetastasen und
eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit fir nicht bzw. selten nachweisbare
Mikrometastasen zum Diagnosezeitpunkt (Link et al., 1986; Ward und Hosseinian,
1994; Boerman et al., 2012; Farcas et al., 2014). AuBerdem finden sich die gréRten
Erkrankungzahlen bei groBen Hunderassen und bei Kindern bzw. Jugendlichen. In
beiden Fallen konnte rapides Knochenwachstum eine entscheidende Rolle spielen

(Mirabello et al., 2009; Whelan et al., 2012; Botter et al., 2014).

Unterschiede finden sich bei der Uberlebensrate; das kanine Osteosarkom
zeichnet sich durch eine hohere Aggressivitit und kirzere mediane
Uberlebenszeiten aus (Boston et al., 2006; Simcock et al., 2012). 65-75 % der
humanen Patienten ohne Metastasen liberleben 5 Jahre, im Gegensatz zu nur 20
% derjenigen mit einem metastasierten Osteosarkom (Harris et al., 1998; Bielack

et al.,, 2002).

3.5. Klinik
Auch beim klinischen Verlauf finden sich viele Parallelen zwischen Mensch und
Hund. Die Anamnese beinhaltet meist eine zunehmende Schmerzhaftigkeit und
eine Schwellung der betroffenen Lokalisation, die oft zunachst fiir eine Lappalie
gehalten bzw. einer anderweitigen Atiologie zugeschrieben wird (Mueller et al.,
2007). Bei Hunden beginnt die Lahmheit zunachst intermittierend und in
geringgradiger Auspragung (Morello et al.,, 2011). Beim Menschen tritt eine
vermehrte Schmerzhaftigkeit vor allem im Zusammenhang mit Belastung und
Schlafphasen auf (Messerschmitt et al., 2009; Ta et al., 2009). Palpatorisch findet
sich bei Hund und Mensch eine harte und schmerzhafte Masse (Messerschmitt et
al., 2009; Ta et al., 2009; Morello et al., 2011). Beim humanen Patienten wird in
der Literatur zudem lokale Warme und Erythembildung genannt (Messerschmitt
et al.,, 2009; Ta et al., 2009). Zudem kommt die psychische Belastung beim
menschlichen Patienten hinzu (Greenberg et al., 1994). Pathologische Frakturen

kénnen bei beiden Spezies vorkommen (Morello et al., 2011).
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3.6. Diagnostik
Zunachst wird nach einer griindlichen Anamnese und orthopadischen
Untersuchung sowohl beim humanen als auch kaninen Patienten réntgenologisch
der betroffene Knochen evaluiert (Robert, 2000). Fiir eine definitive diagnostische
Aussage wird in der Human- und Tiermedizin auf die Biopsie und
histopathologische Bewertung zurtickgegriffen (Powers et al., 1988; Barger et al.,
2005; von Eisenhart-Rothe et al., 2011). Weitere bildgebende Verfahren, wie
Ganzkoérper-Scans, CT, MRT und PET-CT, kommen vor allem in der Humanmedizin

zum Einsatz (Mueller et al., 2007).

Hamatologische Parameter kdnnen zusatzlich erhoben werden. Erhdhte ALP-
Werte im Serum finden sich sowohl beim Hund (Ehrhart et al., 1998; Garzotto et
al., 2000; Kirpensteijn et al., 2002a; Hillers et al., 2005; Moore et al., 2007) als auch

dem Menschen (Grundmann et al., 1983).

3.7. Therapie

Der Goldstandard der Humanmedizin besteht aus der Kombination einer
neoadjuvanten Chemotherapie, chirurgischer Primartumorresektion und
adjuvanter  Chemotherapie @ (Mueller et al.,, 2007). Die kanine
Osteosarkomtherapie hingegen schliel§t in den meisten Fallen die Kombination
von Amputation der betroffenen Gliedmafie und einer adjuvanten Chemotherapie
ein (Kessler und Ammer, 2013). Beim Menschen kommt als Chemotherapeutikum
Methothrexat, Doxorubicin und Cisplatin zum Einsatz (Rainusso et al., 2013).
Interessanterweise ldsst sich ein vermehrtes Auftreten von Knochen- und
Weichteilmetastasen nach Chemotherapie bei Hund und Mensch beobachten

(Bacci et al., 1995; Berg et al., 1995).

L-MTP-PE ist auch fiir die Humanmedizin zugelassen und kann in Kombination mit
einer Chemotherapie die Uberlebenszeit signifikant verbessern (Meyers et al.,

2008).

Die chirurgische Exzision pulmonaler Metastasen wird in der Humanmedizin
standardmaRig durchgefiihrt (Downey, 1999) und fihrt zu verbesserten
Uberlebenszeiten von 21-30 % (Salah und Toubasi, 2015). Die chirurgische

Metastasenentfernung in der Humanmedizin wird daher bereits beim Fund
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einzelner Metastasen vorgenommen (Salah und Toubasi, 2015). Wie bereits in
Kapitel 2.10.5. erwdhnt, findet dieses Verfahren noch keine standardmafige

Anwendung in der Tiermedizin (Ogilvie et al., 1993).

Ein  palliatives Management findet im  Gegensatz zur kaninen
Osteosarkomtherapie in der Humanmedizin kaum Anwendung. Dies ist auf die
ausgepragte Chemotherapieresistenz multipler Metastasen zurtickzufiihren. Im
Falle eines unkontrollierbaren Primdrtumorwachstums wird eher zu einer

Amputation der entsprechenden GliedmaRe geraten (Mueller et al., 2007).

Die Strahlentherapie kommt in der Human- und Veterindrmedizin zum Einsatz und
dient vornehmlich der Schmerzreduktion (McEntee, 1997). Des Weiteren wird sie
beim Menschen zur Therapie von inoperablen oder unkontrollierbaren Tumoren

eingesetzt (Mueller et al., 2007).

3.8. Prognose und Outcome

Als entscheidende und wichtigste prognostische Faktoren des humanen
Osteosarkoms gelten der Metastasierungszeitpunkt und die
Chemotherapiesensitivitat. Eine zum Diagnosezeitpunkt bereits vorhandene
Metastasierung geht verglichen mit einer spateren Metastasierung wahrend oder
nach chemotherapeutischer Intervention mit einer schlechteren Prognose einher
(Harris et al.,, 1998; Bielack et al.,, 2002). Bestimmte humane metastasierte
Osteosarkomzellen zeichnen sich durch totale Chemotherapieresistenz aus,
welche somit einen kurativen Therapieansatz erschwert und die Prognose
verschlechtert. Mittlerweile ist es aber moglich, eine derartige Resistenz anhand
zellularer Expressionsprofile nachzuweisen, um friihzeitig auf anderweitige
Therapieoptionen ausweichen zu kénnen (Weigelt et al., 2005).

Prognostisch am relevantesten fiir das kanine Osteosarkom sind analog zur
humanen Form der Metastasierungsstatus und -zeitpunkt (Withrow et al., 2013),
sowie die ALP-Blutwerte (Ehrhart et al., 1998), der histologische Tumorgrad
(Kirpensteijn et al., 2002a) und die Auspragung der Tumormikrovaskularisation
(Coomber et al., 1998). Die Vaskularisation wurde mittels Immunhistologie von
Primdrtumoren untersucht, die auf von Willebrand Faktor angefarbt wurden

(GefaRendothel-Nachweis) (Coomber et al., 1998).
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Hinsichtlich des Outcomes geht das kanine Osteosarkom mit einer héheren
Aggressivitat und somit kiirzeren medianen Uberlebenszeiten einher (Boston et
al., 2006; Simcock et al., 2012). 65-75 % der humanen Patienten ohne Metastasen
Uberleben 5 Jahre, jedoch nur 20 % derjenigen mit einem metastasierten
Osteosarkom (Harris et al., 1998; Bielack et al., 2002).

Tabelle 4 beinhaltet eine vergleichende Ubersicht der Eigenschaften des humanen

und kaninen Osteosarkoms und zeigt die vielen Similaritdten auf.

Tabelle 4: Vergleichende Ubersicht der Eigenschaften des kaninen und humanen Osteosarkoms
modifiziert nach (Morello et al., 2011) und (Fenger et al., 2014)

Eigenschaft Kanines OS Humanes OS

Inzidenz

Erkrankungsalter

Geschlechterverteilung 1,1-1,5:1 (m:w) 1,5-1,6 : 1 (m:w)
Atiologie - GrofStenteils unbekannt - GroRtenteils unbekannt
- ionisierende Strahlung - ionisierende Strahlung
- Knocheninfarkt - Knocheninfarkt
- chron. Osteomyelitis - chron. Osteomyelitis
- metallische Implantate - metallische Implantate
- Frakturtraumata - Morbus Paget
Genetik - p53 - p53
- IGF-1(-R) - IGF-1(-R)
- HGF/c-Met - HGF/c-Met
- ErbB2/HER-2 - ErbB2/HER-2
- PTEN - PTEN
- Ezrin - Ezrin
- Matrix- - Matrix-
metalloproteinasen metalloproteinasen
- PDGF-B - PDGF-B
- VEGF - VEGF

-P-gp -P-gp
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Lokalisation

Klinik

Histopathologie

Vorhandene

- 75 % appendikular

- Metaphysen langer
Rohrenknochen

- Dist. Radius > prox.
Humerus > dist. Femur

- Schmerzhaftigkeit
- Schwellung

- harte, schmerzhafte
Zubildung

- selten pathologische
Fraktur

- 90 % appendikular

- Metaphysen langer
Rohrenknochen

- Dist. Femur > prox. Tibia
> prox. Humerus

- Schmerzhaftigkeit
- Schwellung

- harte, schmerzhafte
Zubildung

- selten pathologische
Fraktur

Metastasierungslokalisation Lunge > Knochen >

Weichteilgewebe

Regionale Lnn.: 4,4-9 %

Lunge > Knochen >
Weichteilgewebe

Regionale Lnn.: < 10 %

Metastasierung zum
Zeitpunkt der Diagnose

Metastasierungsrate ohne
Chemotherapie

Therapie

Prognose

- appendikulare axiale
Faktoren Lokalisation

- appendikulare axiale
Lokalisation

Negative prognostische

- OS am prox. Humerus - OS am prox. Humerus,

Becken
- Metastasen zum
Diagnosezeitpunkt - Metastasen zum

Diagnosezeitpunkt

- groRer Tumor
- Rezidiv - groRer Tumor
- erhGhte ALP - Rezidiv

- erhohte ALP

- erhohte LDH

s - erhohte LDH

- Tumorgrad
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Positive prognostische
Faktoren

- junges Alter

- mikrovaskuldre Dichte
intratumoral

- Chemotherapie
- postoperative Infektion

- hoher Prozentsatz
Tumornekrose nach
Chemo- o. Radiotherapie

-Mandibula

- sehr junges Alter

- schlechtes Ansprechen
auf neoadjuvante
Chemotherapie: %
Tumornekrose

- mikrovaskulare Dichte
intratumoral

- Chemotherapie
- postoperative Infektion

- hoher Prozentsatz
Tumornekrose nach
Chemo- o. Radiotherapie

-Mandibula

Rot markiert Unterschiede, griin Gemeinsamkeiten und orange Ahnlichkeiten. ALP= Alkalische
Phosphatase, LDH= Laktatdehydrogenase, Lnn.= Lymphonodi, m=mannlich, 0S=Osteosarkom,
w=weiblich.

3.9. Fazit und Bedeutung fiir die Osteosarkom-Forschung
Die Gegeniiberstellung der Merkmale dieser Neoplasie bei Mensch und Hund
macht die groRe Ahnlichkeit sehr deutlich (Tabelle 4). Lediglich bei der Inzidenz,
dem wahrscheinlichsten Erkrankungsalter, der Metastasierungsrate ohne

Chemotherapie und der Prognose finden sich groRe Unterschiede.

Diese groRe Similaritdt macht die kanine Spezies zu einem nahezu optimalen
Tiermodell flir die humane Osteosarkomforschung hinsichtlich Tumorbiologie und
Entwicklung neuer Therapien (Vail und Macewen, 2000; Sutter und Ostrander,

2004).

Weitere Vorteile des Hundes bestehen in der groReren genetischen Ahnlichkeit
verglichen mit Mausen, den klassischen Versuchstieren (Kirkness et al., 2003;
Switonski et al., 2004). Ein zuséatzlicher Pluspunkt gegeniiber der murinen Spezies
stellt die ausgeziichtete Hundepopulation (Maus: Inzucht) und ein spontan
auftretendes Osteosarkom dar (Maus: induziertes Osteosarkom). Zudem leben
Hund und Mensch meist in Gemeinschaft und sind somit vergleichbaren
(Mueller et al.,, 2007). Eine hohere

Umweltrisiken  ausgesetzt

Erkrankungswahrscheinlichkeit als beim Menschen, weniger bindende

Therapieempfehlungen und geringere Kosten fir klinische Studien vergréRern den

Vorteil des Hundes als Tiermodell der Osteosarkomforschung (Withrow et al.,
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1991; Mueller et al., 2007). Da klinische Studien an Menschen nur bei den
Patienten durchgefiihrt werden diirfen, die bereits Metastasen entwickelt haben
und mit toxischen Nebenwirkungen der Chemotherapeutika zu kaimpfen haben
(Rankin et al., 2012), kdnnte der Hund als Tiermodel fir die zuvor stattfindenden
Krankheitsphasen eingesetzt werden. Am Anfang jeder in vivo-Forschung steht

aber zunachst das Nagermodell, in diesem Fall die Maus.

Bevor der Hund als Tiermodell herangezogen wird, sollten die Homo- und
Heterogenitdaten dieser Erkrankung bei Mensch und Hund weiter erforscht
werden, um die Grenzen und Moglichkeiten des kaninen Tiermodells voll
ausschopfen zu kénnen (Mueller et al.,, 2007). Die Behandlung dieser Hunde
erfolgt ebenfalls in kurativer Intention und kann zur Erforschung neuer
Therapiekonzepte und Medikamente beitragen, wovon beide Spezies profitieren

wirden (Botter et al., 2014).
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4. In vivo-Osteosarkom-Forschung

4.1. Anfange der in vivo-Osteosarkom-Forschung
Bereits in den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde von Forschern wie Sabin
und Brunschwig der karzinogene Effekt radioaktiver und chemischer Substanzen
entdeckt. Das Osteosarkom lief sich dabei durch hohe radioaktive Dosen de novo
bei Mausen und Kaninchen induzieren (Sabin et al., 1932; Brunschwig, 1938;
Taylor et al., 1985; Cherrier et al., 2005). Auch im Rattenmodell konnte nach 32P-
Orthophosphat-Applikation eine hohe Inzidenz von Osteosarkomerkrankungen
beobachtet werden (Bensted et al., 1961; Martin et al., 1976). Diese strahlungs-
und chemisch-induzierten Modelle wurden bis in die 70er Jahre des 20.
Jahrhunderts standardméRig verwendet (Cobb, 1970). Trotz einiger Ahnlichkeiten
zu spontan auftretenden Osteosarkomen (Rosemann et al.,, 2002), fallt die
Reproduzierbarkeit aufgrund eines langsamen und unvorhersehbaren Wachstums
sehr gering aus (Botter et al., 2014). Weitere Nachteile sind teilweise unerwartete
Tumorlokalisationen (Ellender, 2001) und die aufgrund des zugrunde liegenden
mutagenen Prozesses fehlende Identifikationsmoglichkeit hoch exprimierter Gene
(Botter et al., 2014). Die Hauptproblematik liegt jedoch darin, dass der GroRteil
der humanen und kaninen Osteosarkome spontan auftritt und nur ein kleiner
Anteil strahlungsinduziert ist (Kansara et al., 2009). Daher ist die Aussagekraft
dieser Modelle fir die humane und kanine Osteosarkomforschung begrenzt
(Janeway und Walkley, 2010). Jedoch steht am Anfang jeder in vivo-Anwendung

das Nagermodell, klassischerweise die Maus.

4.1. Eigenschaften eines Osteosarkom-Modells
Die Aussagekraft eines Osteosarkom-Modells ist von vielen Bedingungen
abhangig, um der Pathophysiologie des tatsachlichen Tumors méglichst nahe zu

kommen.

Zunachst einmal hat der Tumorzellursprung und die Spezies des
Empfiangerorganismus eine entscheidende Bedeutung fiir die Relevanz des
Modells. Hierbei wird zwischen xenogenetisch (unterschiedliche Spezies),
syngenetisch (dieselbe Spezies, genetisch identisch) und allogenetisch (dieselbe

Spezies, genetisch nicht identisch) unterschieden. Am haufigsten finden in der
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Osteosarkom-Forschung xenogenetische (z.B. humane Zellen in
immunsupprimierten Mausen) und syngenetische Modelle (z.B. murine Zellen in

immunkompetenten Mdusen, K7M2) Anwendung.

Des Weiteren spielt Art und Ort der Tumorzellimplantation eine entscheidende
Rolle. Es besteht die Moglichkeit, eine Zellsuspension oder ein kleines
Tumorgewebsstiick orthotopisch (an  Ort und Stelle der natirlichen
Tumorentstehung) oder ektopisch (auBerhalb) zu implantieren. Beispielsweise
sind hier im Osteosarkom-Zusammenhang die intratibiale Injektion (orthotopisch)
und die subkutane Implantation (ektopisch) zu nennen (Botter et al., 2014). In
diesem Zusammenhang wurde nach subkutanen Implantationen von
abweichenden Primartumorgrofen und Metastasenzahlen im Vergleich mit
intratibialen Injektionen berichtet. Die Expression des Osteosarkom-Markers Ezrin
fiel im Vergleich ebenfalls héher aus (Jaroensong et al., 2012). Die Umgebung der
Tumorzellen scheint somit eine entscheidende Rolle fiir den weiteren Verlauf der

Erkrankung zuzukommen.

Im Anschluss an die Tumorgenese liegt besonderes Augenmerk auf den
Tumorgewebeeigenschaften und dem Metastasierungsverhalten.
Winschenswert sind hier eine schnelle Entwicklung des Primartumors und der

Metastasierung (Botter et al., 2014).

Optimale Eigenschaft eines Osteosarkom-Modells wéare zu allererst ein spontan
auftretendes Osteosarkom im Tiermodell. Bei Mdusen kommt dies nur sehr selten
vor (Dunn und Andervont, 1963; Frith et al., 1982; Kavirayani et al., 2011), sodass
Forscher oft auf genetisch verdanderte, fir Knochensarkome pradestinierte
Mausstamme, zurlickgreifen. Allerdings ist das Verwenden dieser Stamme mit
langen Ziichtungprotokollen verbunden und somit nicht optimal (Botter et al.,

2014).

Weitere ideale Eigenschaften waren eine orthotopische Lokalisation des
Primdrtumors und eine spontane, hauptsachlich pulmonale Metastasierung. Das
Tumorstroma sollte dem der humanen/kaninen Neoplasie moglichst dhnlich sein
(osteoblastisch, chrondroblastisch oder fibroblastisch) (Botter et al., 2014). Die
Expression bekannter Osteosarkom-Marker, wie ALP, COL, OPN, MGP und OCN
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waren weitere wiinschenswerte Parameter (Zhou et al., 1994).

Zusatzliche hilfreiche Charakteristika waren eine ausgepragte Kenntnis Uber
pathophysiologische Mechanismen, eine hohe Reproduzierbarkeit,
Vohersehbarkeit und Homogenitat des Modells (Sampson et al., 2013a; Sampson
et al., 2013b; Botter et al., 2014). Ziel dieses moglichst realistischen Modells sind
die Erforschung der Tumorbiologie und -—genetik, der bisher weitgehend
unbekannten Atiologie und der Wirksamkeit innovativer therapeutischer Ansitze

(Ek et al., 2006).

4.2, Entwicklung und Geschichte der murinen K7M2-Zelllinie
Die K7M2-Zelllinie geht zurlick auf K7- und K12-Zellen, die in den 80er Jahren aus
einem spontan auftretenden Osteosarkom des distalen Femurs einer alten
weiblichen balb/c Maus isoliert wurden (Schmidt et al., 1988). Die Etablierung der
K7M2-Zelllinie erfolgte danach durch mehrere Zyklen von Tumorzellisolation aus
pulmonalen Metastasen und anschlieBender Implantation der gewonnenen Zellen
in einen paraostealen tibialen Muskel-Flap bei Mausen (Khanna et al., 2000;

Khanna et al., 2001).

Zunachst wurden 2-4 mm groRe Tumorfragmente, die zuvor intramuskular in
Donortieren gewachsen waren, in balb/c-Maustibiae implantiert. Um den
Metastasierungsprozess weiter untersuchen zu kénnen, war es erforderlich die
betroffene Gliedmalle zu amputieren, bevor der Primartumor zum Tode flihren
konnte. Mit Hilfe dieses Modells wurde spater auch der Osteosarkommetastasen-

Marker Ezrin entdeckt (Khanna et al., 2004).

4.3. Eigenschaften der K7M2-Zelllinie
Beim Vergleich mit der urspriinglichen K12-Linie fiel die wesentlich hoéhere
Aggressivitat der entstandenen K7M2-Zelllinie auf. Der Implantationsort spielte
ebenfalls eine entscheidende Rolle hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit und
Geschwindigkeit des Tumorwachstums. Zusatzlich fanden sich bei orthotopischer
Gewebsfragmentimplantation ein einheitlicheres Primartumorwachstum und 30
% mehr pulmonale Metastasen im Vergleich zu Zellinjektionen. Drei bis vier
Wochen posttransplantativ erreichten die Tumore ein Volumen von ca. 450 mm?3.

Hinsichtlich Tumorproliferation und —apoptose fanden sich keine Unterschiede
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zwischen den beiden Zelllinien. Die Evaluation der Tumorangiogenese mit CD31-
und Faktor VIlI-immunfarbung zeigte jedoch héhere Werte bei Primartumoren
und Metastasen der K7M2-Linie (Khanna et al., 2000).

cDNA Microarray-Untersuchungen offenbarten die Hochregulation vieler
wichtiger Zellmotilitats-, Adhdsions- und Angiogenesegene bei der K7M2- Zelllinie,

wie Integrin B4, Ezrin, Clusterin, Decorin und Ceruloplasmin (Khanna et al., 2001).

In Kombination sind die K7M2- und K12-Zelllinie dank ihrer unterschiedlichen
Charakteristika sehr gut geeignet fiir die Erforschung neuer Strategien gegen sich
sehr heterogen verhaltende humane Osteosarkome (Ek et al., 2006). Diese
Heterogenitat hat dann allerdings eine Senkung der Reproduzierbarkeit zur Folge

(Botter et al., 2014).

4.4, Neue Entwicklungen und Ausblick

(Kim et al., 2008) entwickelten auf Grundlage der K7M2-Zelllinie die K7M3-
Luziferase, die es ermoglicht, Metastasierung und Beteiligung eines
Chemokinrezeptor-Signalling zu untersuchen. Allerdings fiihrt die Implantation
dieser Zelllinie zu verringerten Metastasenzahlen und ist somit eher fir die

Evaluation experimenteller Metastasen geeignet (Fan, 2010).

Langzeit-Anwendungen von 1-34 Parathyroid Hormon fiihrten bei Ratten zu einer
hohen Wahrscheinlichkeit ein metastatisches Osteosarkom zu entwickeln

(Tashjian und Goltzman, 2008).

Gewebeuntersuchungen (wie die Genexpressionsanalyse) kaniner Osteosarkome
haben gezeigt, dass sie einige biologische Eigenschaften mit der humanen
Neoplasie teilen, wie bereits in Kapitel 3 erldutert (Mueller et al., 2007; Paoloni et
al., 2009). Dies stellt eine groRartige Moglichkeit dar, vergleichbare onkologische
Studien und die Etablierung innovativer Therapiekonzepte durchzufiihren

(Janeway und Walkley, 2010).

Um dieser Erkrankung mit neuen Therapieansatzen begegnen zu kénnen, bedarf
es eines verbesserten Verstandnisses der Genetik von Entstehung, Progression
und Metastasierung. Durch Isolation von Primartumor- und Metastasenzellen
konnten Bibliotheken aufgebaut werden, die dann Screenings unterzogen

wirden, um entsprechende genetische Interaktionen, Signalkaskaden und
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potentielle Ansatzpunkte fiir neue Therapeutika zu identifizieren (Janeway und

Walkley, 2010).

Weitere Untersuchungen sind nétig, um den Progenitor-Zelltyp zu identifizieren,
von der die Entstehung des Osteosarkoms ausgeht (Janeway und Walkley, 2010).
Das systematische Analysieren der Gendeletion in der Entwicklung vom
primitivsten Zelltyp, der multipotenten Stammzelle, zum adulten Osteoblasten

konnte weiteren Aufschluss geben (Janeway und Walkley, 2010).
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5. Das aromatische Kohlenwasserstoff-Amphiphil  (N-

(fluorenylmethoxycarbonyl)-glucosamin-6-phosphat)

5.1. Allgemeine Eigenschaften des aromatischen Kohlenwasserstoff-
Amphiphils

Kohlenwasserstoffe gehdren zu den am haufigsten vorkommenden Biomolekilen
(Varki et al., 2009; Pashkuleva und Reis, 2010). Aufgrund der hohen Anzahl an
Hydroxylgruppen besitzen sie die Eigenschaft hochhydrierte Gele zu bilden. Viele
Gewebe, wie z.B. Knorpel, enthalten viele dieser Kohlenwasserstoffe (Mansour,
2003) und erfillen somit ihre ganz spezifische Funktion. Diese Vielfalt an
chemischen Eigenschaften, die Fahigkeit zur Gelierung und ihre zentrale Rolle im
Metabolismus ertffnet zahlreiche medizinische Anwendungsmaoglichkeiten (Pires

et al.,, 2015).

Aromaten, aromatische Verbindungen oder Arene sind der organischen Chemie
zuzuordnen und stellen hier eine wichtige Verbindungsklasse dar. Charakteristisch
ist die planare, Zyklische Struktur mit konjugierten Doppelbindungen und das

glinstige Energieniveau unter Erfillung der Aromatizitatskriterien (Maier, 1975).

Amphiphilie beschreibt die Eigenschaft eines Molekiils, gleichzeitig hydrophobe
und hydrophile Anteile zu besitzen (Berg et al., 2015).

5.2. Funktionsprinzip des aromatischen Kohlenwasserstoff-Amphiphils
Das zu testende aromatische Kohlenwasserstoff-Amphiphil (N-
(fluorenylmethoxycarbonyl)-glucosamine-6-phosphate), abgekirzt aKA, besitzt
unter enzymatischer Dephosphorylation die Fahigkeit zur Selbstassemblierung in
Nanofdden (Pires et al., 2015). Ein Trigger fiir diese Selbstassemblierung ist das
Enzym Alkalische Phosphatase (ALP), welches u.a. in etablierten Osteosarkom-
Zellen (Sa0s2) lberexprimiert wird (Pautke et al., 2004). Dieser Vorgang ist in

Abbildung 3 dargestellt.


http://www.chemie.de/lexikon/Zyklische_Verbindungen.html
http://www.chemie.de/lexikon/Konjugation_%28Chemie%29.html
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Abbildung 3: Enzymatische Transformation von Form 1 in Form 2 in ALP-Gegenwart aus (Pires,
Abul-Haija et al. 2015).

Im Rahmen dieser Selbstassemblierung kommt es zur Gelierung des aKA auf der
Zelloberflache, was innerhalb der ersten 7 Stunden zu einer verminderten
metabolischen  Aktivitdt der Osteosarkomzellen fiihrt. Bei ldngeren
Expositionszeiten (iber 24 Stunden resultiert dieser ,Hydrogel-Kafig’“ um die
Tumorzellen in der Apoptose (Abbildung 4). Dieser Mechanismus ist spezifisch flr
ALP-produzierende Zellen, die metabolische Aktivitat nicht-ALP produzierender

Zellen wird von aromatischen Kohlenwasserstoff-Amphiphilen nicht beeinflusst.

ALP nicht-produzierende Zelle

Abbildung 4: Funktionsprinzip des aKA aus (Pires, Abul-Haija et al. 2015). Zellen ohne ALP-
Produktion zeigen physiologische Morphologie, wihrend ALP-produzierende Zellen apoptotisch
werden.
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Entsprechende Experimente (Abbildung 5) wurden von Pires et al. durchgefiihrt:
ATDC5, eine Prachondrozyten-Zelllinie mit geringer ALP-Expression, wies bei
Kontakt mit dem aKA keine Beeinflussung der metabolischen Aktivitat auf. Des
Weiteren wurde durch die Zugabe eines Phosphatase-Inhibitors der direkte
Zusammenhang zwischen ALP-Aktivitdt und Zytotoxizitat des aKA auf die

Osteosarkomzelllinie SaOs2 nachgewiesen (Pires et al., 2015).

Die zielgerichtete Wirkung auf Osteosarkomzellen bei Schonung anderer Zelltypen
macht das akKA zu einem sehr eleganten und innovativen Tool der onkologischen

Forschung.
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Abbildung 5: In vitro-Versuche mit unbehandelten Osteosarkomzellen (SaOs2), Prachondrozyten
(ATDC5) und Osteosarkomzellen in Kombination mit Phosphatase-Inhibitor aus (Pires, Abul-Haija
et al. 2015). ALP=Alkalische Phosphatase.

5.3. Alkalische Phosphatase
Die Enzymfamilie der Alkalischen Phospatase, kommt annahernd ubiquitar in den
meisten Korperflissigkeiten und Geweben vor und setzt sich aus 7 verschiedenen
Isoformen zusammen. Diese Isoenzyme unterscheiden sich in ihren Eigenschaften,
besitzen aber dennoch Uberlappungen bei der Substratspezifitit. Chemisch sind
sie den Glykoproteinen zuzuordnen und ihre Funktion besteht in der Hydrolyse
zahlreicher natlrlicher und synthetischer Phosphatester im optimalerweise

alkalischen Milieu (pH 9-10). Die vier Genloci der Alkalische Phosphatase finden
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sich auf zwei unterschiedlichen Chromosomen. Abbildung 6 gibt einen Uberblick
Uber die Genloci und Isoformen der Alkalischen Phosphatase. Posttranslationale
Modifikationen ermoglichen das Vorkommen der sieben Isoenzyme: Die
gewebsunspezifische ALP in Leber, Knochen, Niere und Erst-Trimesterplazenta,
sowie die gewebsspezifische Dritt-Trimesterplazenta- und Intestinum-ALP, sowie
eine weitere intestinale und fetale intestinale ALP (Harris, 1990; Gressner und

Arndt, 2013).

[ Genloci der alkalischen Phosphatase (AP) ]

|

Chromosom 1 Chromosom 2
; . o fetales
Gewebe-unspezifische AP Keimzellen Plazenta Intestinum <
Intestinum
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Abbildung 6: Genloci und Isoformen der Alkalischen Phosphatase (AP) aus (Gressner und Arndt
2013)

Nachzuweisen ist die ALP in den meisten Korperflissigkeiten wie Serum, Lymphe,
Galle und Urin. Zellen mit besonders hoher Aktivitat sind Hepatozyten und
Gallengangsepithelien, Osteoblasten, intestinale Mukosa-Mikrovilli,
Plazentazellen, proximale Tubuluszellen und Leukozyten. Alle physiologischen
Funktionen sind bisher nicht bekannt, jedoch wird die Beteiligung bei der
Knochenkalzifikation, Sekretionsregulation des Gallengangepithels,
Lipidresorption und —transport im Diinndarm und bei Endotoxinentgiftung z.B. im
Rahmen einer Sepsis durch Phosphathydrolyse vermutet. Physiologischerweise

lassen sich vor allem Leber- und Knochen-ALP nachweisen, die Zusammensetzung
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schwankt aber altersabhangig. In der Kindheit und Adoleszenz sind die Knochen-
ALP-Werte aufgrund des gesteigerten Knochenwachstums erhoéht. Wahrend der
Graviditat und nach lipidreicher Nahrung steigt die ALP-Aktivitat ebenfalls an.
Zusatzliche Isoenzyme, wie das Nagao-, Regan- und Kasahara-lsoenzym kdénnen
von neoplastischen Zubildungen ektopisch gebildet werden und dienen als

Tumormarker (Harris, 1990; Gressner und Arndt, 2013).

Weitere diagnostische MalBnahmen beinhalten das Bestimmen der ALP-
Isoenzyme oder anderer Laborwerte (Gressner und Arndt, 2013). In der
Blutzirkulation betragt die Halbwertszeit der ALP zwischen drei und sieben Tagen,
die Eliminierung der Isoenzyme durch Hepatozyten geht unterschiedlich schnell
vonstatten (Gressner und Arndt, 2013). Als hauptsachliches
Untersuchungsmaterial wird Serum und Heparin-Plasma verwendet. Als Methode
zur Akitivtatsbestimmung hat sich die Hydrolyse von farblosem 4-
Nitrophenylphosphat zu gelbem 4-Nitrophenol und Phosphat etabliert. Dieser
Farbumschlag wird dann kolorimetrisch bei 405 nm gemessen und ist proportional

zur ALP-Aktivitdt (Schumann et al., 2011; Gressner und Arndt, 2013).

Die vielen in vivo stattfindenden Phosporylations- und
Dephosphorylationsreaktionen machen die ALP interessant flir Anwendungen im

Kampf gegen Krankheiten wie das Osteosarkom (Pires et al., 2015).
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6. Der Metabolit Sauerstoff und seine Rolle im neoplastischen

Zusammenhang

Sauerstoff ist aufgrund seiner Beteiligung an diversen grundlegenden
Zellprozessen einer der essentiellsten Metaboliten. Zum Einen ist Sauerstoff das
Hauptsubstrat des aeroben Stoffwechsels. Zweitens sind viele Enzyme auf
Sauerstoff angewiesen, hier seien beispielsweise solche genannt, die an der
mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung und der Adenosintriphosphat
(ATP)-Produktion beteiligt sind (Wiesener und Maxwell, 2003). Des Weiteren ist
Sauerstoff essentiell fur die Kollagensynthese, indem es die Hydroxylierung von
Lysin und Prolin katalysiert (Giaccia et al., 2003). Eine entscheidende Rolle spielt
Sauerstoff aulerdem durch die Kontrolle eines spezifischen Genprogramms im
Rahmen der Gewebeentwicklung und —homdostase (Maes et al., 2012). Ein
wichtiges Beispiel, gerade im neoplastischen Zusammenhang, stellt die Regulation
von Angiogenese-Genen durch den Hypoxie induzierbarer Faktor (HIF)-Signalweg
dar (Kaelin, 2002). Dieser Signalweg wird in Kapitel 6.1.1 ausfihrlicher
besprochen. Entsprechende in vitro-Experimente bestatigen signifikante
Auswirkungen der Sauerstoffwerte auf die Proliferation skelettassoziierter Zellen

wie Osteoblasten, Osteoklasten und Chondrozyten (Lu et al., 2013).

6.1. Bedeutung von Sauerstoff fiir Neoplasien

Das neoplastische Wachstum ist gekennzeichnet durch die Gompertz-
Wachstumskinetik  (Abbildung 7), bestehend aus einem zunachst
pseudoexponentiellen Wachstum und dem darauffolgenden Abflachen der Kurve

bis zum Erreichen des Plateauwerts (DeVita Jr et al., 1997).

Tumaorgrafe
I

Abbildung 7: Wachstumskinetik von Tumoren nach Gompertz aus (Holdener, 1985)
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Dieses Abflachen der Wachstumskurve hdngt u.a. mit der haufig bei Tumoren
auftretenden Tumorhypoxie zusammen. Diese resultiert aus der zunachst
unkontrolliert exponentiellen Wachstumsgeschwindigkeit neoplastischer Zellen.
Bereiche des Tumors, die zu weit von einem BlutgefaR entfernt sind (d.h. > 150
um Diffusionsstrecke bzw. 1-2 mm?3 Diffusionsvolumen), sind in Folge mit
Sauerstoff unterversorgt und werden hypoxisch (Folkman, 1990; Hockel und
Vaupel, 2001). Per Definition liegt eine Hypoxie vor, wenn der Sauerstoffverbrauch
die Sauerstoffversorgung lbersteigt. Die Sauerstoffsattigung von physiologischem
Gewebe betragt 40—60 mmHg, im Vergleich weisen 90 % der soliden Tumoren
mediane Sauerstoffwerte von <40 mmHg, 50 % < 10 mmHg und 30 % < 2,5 mmHg
auf (Oehler, 2014). Das Phanomen der Tumorhypoxie tritt bei soliden Tumoren,
wie z.B. Kolon-, Mamma-, Magen-, Lungen-, Haut-, Ovarial-, Pankreas-, Prostata-

und Nierenkarzinomen gehauft auf (Zhong et al., 1999).

Im Folgenden fihrt die intratumorale Hypoxie durch Proliferationsinhibition
(Stopp in G1/S-Phase des Zellzyklus) und Apoptoseinduktion zunachst zur
Wachstumsbeeintrachtigung (Vaupel et al.,, 2004). Allerdings resultieren diese
erschwerten Bedingungen in der Selektion von Tumorzellen, die an die
hypoxischen Umstinde angepasst und zur Proliferation unter anaeroben
Bedingungen fahig sind (Welsh et al.,, 1996). Eine Mutation des
Tumorsuppressorgens p53 kénnte zur Apoptoseresistenz fiihren und sich somit
unter dem Selektionsdruck durchsetzen (Hockel und Vaupel, 2001; Weinmann et
al., 2002). Untersuchungen haben aullerdem ergeben, dass hypoxische
Kulturkonditionen die Mutations- und Metastasierungswahrscheinlichkeit bei
Zellen erhoht (Reynolds et al., 1996; Cairns et al., 2001; Cairns und Hill, 2004).
Dabei weisen die entstandenen Mutationen erstaunliche Similaritaten mit
Tumormutationen auf. Ursachlich kénnten die bei alternierenden hyp- und
normoxischen Bedingungen entstehenden Superoxide und Sauerstoffradikale sein
(Reynolds et al., 1996; Vaupel, 2004). Zusatzlich zeigen Tumoren eine Praferenz
fur die anaerobe Glykolyse und metabolisieren Glukose zu Laktat, was direkte
Auswirkungen auf den intratumoralen pH-Wert (5,6-7,6) hat. Dieses Phanomen
wird als Warburgeffekt bezeichnet (Molls et al., 1998b; Vaupel, 2004). Der niedrige

pH-Wert hat einen immunsupprimierenden Effekt und erleichtert die
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Tumorausdehnung und GeféRinvasion (Sloane et al., 1990; Rozhin et al., 1994;
Lardner, 2001). Da diese Art der Energiegewinnung (2 Molekiile ATP pro
Glukosemolekiil) wesentlich ineffizienter als die oxidative Phosphorylierung (38
Molekiile ATP pro Glukosemolekil) ist, bedarf es einer weitaus hoheren

Glukosemenge, um den hohen Bedarf zu decken (Berg et al., 2015).

Auch nach Induktion der Angiogenese ist eine optimale neoplastische
Sauerstoffversorgung nicht unbedingt gewadhrleistet. Dies ist auf eine
abweichende  GefaRarchitektur  (ungleichmaRige  Verteilung, = maximal
einschichtiges Endothel, hohe Permeabilitdt, keine Muskelschicht und
Innervation, nur wenige Rezeptoren, keine Autoregulation) und ein
nonfunktionales LymphgefalRsystem zurtickzufiihren. Ein stetig wechselnder und
insuffizienter intratumoraler Blutfluss in Kombination mit dem schnellen
Metabolismus fihren zu einer andauernden Unterversorgung mit O, und anderen

Nahrstoffen (Endrich und Vaupel, 1998; Molls et al., 1998b; Vaupel, 2004).

6.1.1. HIF-1-Signalweg

Anpassungsreaktionen an hypoxische Konditionen werden vor allem durch den
Hypoxie induzierbaren Faktor-1 (HIF-1) vermittelt (Semenza und Wang, 1992). Zu
diesen Adaptatiosreaktionen zahlen u.a. alternative Wege der ATP-Gewinnung
(Glykolyse  mit  nachfolgender Laktatentstehung  statt  Zitratzyklus),
Neoangiogenese, autonome Zellproliferation und Apoptoseinhibition (Harris,

2002).

Reguliert wird die Aktivitdit des Transkriptionsfaktors HIF-1 vor allem
posttranslationell tiber die Stabilitat der Untereinheit HIF-1a (Frede et al., 2007).
Normoxie flihrt zu sehr kurzen Halbwertszeiten des HIF-1la, da es aufgrund
sauerstoffabhangiger Prozesse durch das von-Hippel-Lindau-
Tumorsuppressorproteins stetig abgebaut wird (Maxwell et al., 1999; Jewell et al.,
2001). Herrschen jedoch hypoxische Sauerstoffverhaltnisse, erfolgt eine Inhibition
der Abbauvorgange und daraus resultiert eine Stabilisierung und Akkumulation
der HIF-1a-Untereinheit, sowie einer Transaktivierung von HIF-1-Zielgenen (Jiang
et al.,, 1996; Weidemann und Johnson, 2008). Diese Aktivierung von Zielgenen

dienen zwei ibergeordneten Uberlebensstrategien: Erstens eine Verbesserung
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der Sauerstoffversorgung durch Ausschittung von regulatorischen Molekiilen der
Angiogenese (wie VEGF-A), der Erythrozytenproduktion (Erythropoietin), des
vasaler Druckverhaltnisse (wie Himoxygenase-1) und des Eisenstoffwechsels (wie
Transferrin) (Harris, 2002; Semenza, 2003). Die Initiierung der Angiogenese
ermoglicht im zweiten Schritt durch Anschluss an das vaskuldare System die
Metastasierung in weiter entfernte Organe (Folkman, 1990). Der vaskuldre
endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) wird in der Literatur als ein entscheidendes
Zytokin fir Osteosarkomentwicklung und —metastasierung angegeben (Dvorak,
2002; Quan und Choong, 2006). Die zweite Uberlebensstrategie stellen
Adaptationsvorgange an die hypoxischen Konditionen dar. Da fir die weniger
effiziente anaerobe Energieproduktion mehr Glukose bendtigt wird, erfolgt eine
erhohte Expression der Glukosetransporter-1 und -3 (GLUT-1 und -3) sowie
glykolytischer Enzyme (wie Hexokinase-1 und-2) (Denko, 2008). Auch
Zellproliferation, -apoptose, -migration und -invasion im Rahmen der
Metastasierung und der pH-Wert (reguliert durch u.a. Carboanhydrase 9)
unterliegen dem regulatorischen Einfluss HIF-1 induzierter Gene (Harris, 2002).

Eine Ubersicht gibt Abbildung 8.
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Abbildung 8: HIF und seine Zielgene aus (Bertout et al., 2008)
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6.2. Einfluss der Tumorhypoxie auf Chemo- und Strahlentherapieeffizienz

Der GroRteil der neoplastischen Therapien basiert auf einer DNA-Schadigung der
Tumorzellen und der daraus resultierenden Apoptose (Debatin et al., 2002;
Weaver und Cleveland, 2005). Wie bereits in Kapitel 6.1. beschrieben, sind
neoplastische Zellen unter hypoxischen Bedingungen in der Lage ihre
Zellproliferation zu arretieren (Vaupel, 2004). Somit wird der Angriffspunkt der auf
DNA-Schadigung basierenden Therapien umgangen (Thomann, 2016). Aus diesem
Grund ist bei hypoxischen Tumorzellen fir denselben Effekt eine doppelt bis
dreifache Bestrahlungsdosis im Vergleich zu normoxischen Zellen notwendig
(Kumar, 2000). Die Ubliche Fraktionierung der Bestrahlungsdosis ermdglicht die
Schonung des gesunden Gewebes, eine hohere Dosis fiir den Tumor und die
Reoxygenierung der Tumorzellen. Letzere soll die Strahlenempfindlichkeit der
Neoplasie und somit den Therapieerfolg steigern (Withers, 1975; Ward, 1988;
Teicher, 1995). Der Sauerstoffpartialdruck gilt zudem als wichtiger prognostischer
Faktor hinsichtlich des Therapieansprechens einer Strahlentherapie (Hockel et al.,
1996; Okunieff et al., 1996; Dietz et al., 1999). Ohne Sauerstoff findet keine bzw.
eine zu geringe Radikalbildung und —stabilisierung zur DNA-Schadigung der
Tumorzellen statt (Molls et al., 1998a; Hall und Giaccia, 2006).

Einer ahnlichen Abhangigkeit von Sauerstoff unterliegen auch bestimmte
Chemotherapeutika, wie z.B. Doxorubicin oder Carboplatin (Teicher et al., 1981;
Teicher, 1994; Teicher, 1995). Der zunachst vorherrschende Mangel und die spater
ungleichmallig ausgebildete abnormale Vaskulatur flihren im Folgenden zur
eingeschrankten Verflgbarkeit des Chemotherapeutikums (Minchinton und
Tannock, 2006). Mit zunehmender TumorgroRe nimmt die Anzahl hypoxischer
Tumorareale inklusive Nahrstoffmangel und Abnahme des pH-Werts zu (Harris,
2002; Minchinton und Tannock, 2006). Das heilSt je groRer der Tumor, desto
kleiner fallt die Empfindlichkeit gegeniiber einer Chemotherapie aus (DeVita Jr et
al., 1997). Zusatzlichen Einfluss auf die Effektivitdt von Zytostatika hat der pH-
Wert. Befindet sich dieser aufgrund der hohen Laktatwerte im sauren Bereich,
kann die Resorption und/oder Zytotoxizitit des Chemotherapeutikums

beeintrachtigt werden (Hockel und Vaupel, 2001; Minchinton und Tannock, 2006).
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Somit ist Sauerstoff ein essentieller Metabolit fiir das Tumorwachstum sowie den
Tumorerhalt, beeinflusst maligeblich die Therapieeffizienz und eignet sich als
prognostischer Marker (Withers, 1975; Ward, 1988; Sloane et al., 1990; Rozhin et
al., 1994; Teicher, 1995; Hockel et al., 1996; Lardner, 2001).
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I1l. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1. Geradte

Die Tabellen 5, 6 und 7 geben einen Uberblick (iber die verwendeten Gerite.

Tabelle 5: Verwendete Gerate in vitro-Versuch

Gerat

Hersteller

Akkupipette Accu-jet pro

BRAND, Wertheim

Autoklav DX-45

Systec, Linden

Fluoreszenzmikroskop BIOREVO BZ-9000

Keyence, Osaka, Japan

Gefrierschrank -20°C

Liebherr, Bulle, Schweiz

Gefrierschrank -80°C Forma 900 Series

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Heizmagnetrihrer

IKA, Staufen im Breisgau

Kihlschrank 4°C

Bosch, Stuttgart

Liebherr, Bulle, Schweiz

Phasenkontrastmikroskop

Zeiss, Oberkochen

pH-Meter PB-11

Sartorius, Gottingen

Photometer

Eppendorf, Hamburg

Platereader Fluostar Omega

BMG Labtech, Ortenberg

Schittler CAT ST5

neo-lab, Heidelberg

Sterilwerkbank

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

VisiSens TD

PreSens, Regensburg

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Waage KERN 572

KERN, Balingen

Wasserbad

Memmert, Schonaich

Zentrifuge 5415R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg
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Tabelle 6: Verwendete Gerate in vivo-Versuch

Gerat
In vivo uCT Skyscan 1176
Laserthermometer
MagPix

Sauerstoffsensor PSt-1

Hersteller
Bruker, Billerica, USA
Etekcity, Anaheim, USA
Luminex, Austin, USA

PreSens, Regensburg

Tabelle 7: Verwendete Gerite Histologie

Gerat
AusgielSstation Tissue-Tek
Einbettautomat Shandon Excelsior
Mikrotom Leica RM 2165

Slidescanner NanoZoomer 2. ORS

Streckbad HI 1210

Warmeplatte HI 1220

1.2. Verbrauchsmaterialien

Hersteller
Sakura, Alphen aan den Rijn, Niederlande
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Leica, Wetzlar

Hamamatsu Photonics, Hamamatsu,
Japan

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 8-11 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Verwendete Verbrauchsmaterialien in vitro-Versuch

Verbrauchsmaterial
48-Well-Platte
96-Well-Platte
Cryovile 1,5 ml

Falkon-Rohrchen (50 ml)

Unsterile Handschuhe (GroRe S)

Pasteurpipetten

Hersteller

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

CM LAB, Esbjerg, Danemark

Greiner bio-one, Kremsmuinster,
Osterreich

ABENA Classic, Oberderdingen

ROTH, Karlsruhe



Material und Methoden 63

Pipetten Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen Star lab, Hamburg

ReaktionsgefalRe 1,5 und 2 ml Sarstedt, Nimbrecht
Sensorfolien VisiSens PreSens, Regensburg
Wageschalchen Brand, Wertheim

Zellfilter Filtropur S 0.2 Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturflaschen T 175 Eppendorf, Hamburg

Tabelle 9: Verwendete Verbrauchsmaterialien in vivo-Versuch
Verbrauchsmaterial Hersteller

EDTA-Blutentnahmerohrchen Multivette Sarstedt, Nimbrecht
600

Enthaarungscreme Pilca, Buhl
Unsterile Handschuhe (GroRe S) ABENA Classic, Oberderdingen
Haube Farstar, Barsbiittel

Injektionskaniile Sterican 0,40x20 mm, 27 = B. Braun, Melsungen
Gx%

Insulinspritzen (Disposable Insulin Romed, CH Wilnis, Niederlande
Syringes 3-PART, 0,5 ml, 50 1U)

Kanilenentsorgungsbox Coviedien Sharpsafety, Minneapolis, USA
Mundschutz Farstar, Barsbiittel
OP-Auflagen (MoliNea S, Hartmann, Heidenheim

Krankenunterlagen, 60x90 cm)

Spritzen Omnifix-F 1 ml B. Braun, Melsungen

Sterilium virugard Bode, Hamburg
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Tabelle 10: Verwendete Verbrauchsmaterialien Tierhaltung
Verbrauchsmaterial Hersteller
Holzgranulat Mause Ssniff, Soest

Mausfutter Altromin, Lage

Tabelle 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien Histologie

Verbrauchsmaterial
Deckglaser 20x20 mm

Objekttrager (Menzelglaser, Superfrost
Plus)

1.3. Puffer/Losungen/Medium

Hersteller

ROTH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Die verwendeten Puffer, Medien und Lésungen sind in Tabelle 12-14 aufgelistet.

Tabelle 12: Verwendete Puffer, Medien und Losungen in vitro-Versuche

Material

0,05 % Trypsin-0,02 % EDTA-LAsung

0,5 % Triton X100

50 % NaOH-L6sung

aromatisches Kohlenwasserstoffamphiphil (akA)
DMEM high glucose

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol 70 %

Fetal Calf Serum

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid)
Penicillin-Streptomycin
Phosphate buffered saline (PBS)

SDS (Sodium dodecyl sulfate)

Hersteller

Biochrom AG, Berlin

Sigma Aldrich, Missouri, USA
ROTH, Karlsruhe

AG Pires, Minho, Portugal

Sigma Aldrich, Missouri, USA
ROTH, Karlsruhe

Otto Fischar GmbH, Saarbriicken
Sigma Aldrich, Missouri, USA

ROTH, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Missouri, USA
Sigma Aldrich, Missouri, USA

ROTH, Karlsruhe
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Tri-Reagent (Trizol)

Trypanblau

Sigma Aldrich, Missouri, USA
Sigma Aldrich, Missouri, USA

Tabelle 13: Verwendete Puffer, Medien und Losungen in vivo-Versuche

Material

Hersteller

80 % Matrigel Matrigel® Growth Factor Reduced @ Corning, New York, USA

(GFR) Basement Membrane Matrix,

aromatisches Kohlenwasserstoffamphiphil (akA)
Aqua ad injectabile

DMEM high glucose

Ethanol 70 %

Isotone Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %)

Phosphate buffered saline (PBS)

AG Pires, Minho, Portugal

B. Braun, Melsungen

Sigma Aldrich, Missouri, USA
Otto Fischar GmbH, Saarbriicken
B Braun, Melsungen

Sigma Aldrich, Missouri, USA

Tabelle 14: Verwendete Puffer, Medien und Losungen Histologie

Material

Essigsaure 100 %

Ethanol 70 %

Ethanol 100 %
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Formalin

Roti-Histokitt Il

Roti-Histol 6640

Hersteller

ROTH, Karlsruhe

Otto Fischar GmbH, Saarbriicken

Otto Fischar GmbH, Saarbriicken

ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe
ROTH, Karlsruhe


https://de.wikipedia.org/wiki/Ethylendiamintetraessigs%C3%A4ure
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1.4. Farbelosungen Mikroskopie und Histologie
Tabelle 15 gibt einen Uberblick zu den genutzten Farbeldsungen im Rahmen der

Mikroskopie und Histologie.

Tabelle 15: Verwendete Farbelosungen fiir Mikroskopie und Histologie

Farbelosung Hersteller

Calcein Sigma Aldrich, Missouri, USA
Eosin G-L6sung 0,5 % ROTH, Karlsruhe
Goldner-Losung | ROTH, Karlsruhe
Goldner-Losung Il ROTH, Karlsruhe
Goldner-Losung Il ROTH, Karlsruhe
Hamalaunldsung sauer nach Mayer ROTH, Karlsruhe
Hamatoxylinlésung nach Weigert ROTH, Karlsruhe

Hoechst Sigma Aldrich, Missouri, USA
Perjodsaureldsung 1 % ROTH, Karlsruhe
Propidiumiodid (PI) Sigma Aldrich, Missouri, USA

Schiffs Reagenz ROTH, Karlsruhe
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2. Methoden

2.1. In vitro-Versuch

2.1.1.  Verwendete Osteosarkomzellen und Kultur

Zum Einsatz kam die murine K7M2 wt [K7M2-WT]-Osteosarkom-Zelllinie (siehe
Kapitel 1.4) von ATCC (ATCC® CRL-2836"), Manassas, USA. Diese wurden
tiefgefroren geliefert und direkt nach Anlieferung im Stickstofftank bei ca. -196 °C

gelagert.

a) Auftauen der Zellen

Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen aufgetaut. Den auf Eis transportierten
Zellen wurde 1 ml 37 °C warmes Medium zugegeben, das Ganze resuspendiert und
moglichst schnell in ein Falconrohrchen mit 50 ml 37 °C warmen Medium
verbracht. Dies stellt eine ca. 30-fache Verdiinnung des im Einfriermedium
befindlichen DMSO dar. Beim Einfrieren der Zellen wurde dies zuvor bendtigt, da
es sonst zur zellschadigenden Kristallbildung kommt. Die Zytotoxizitdt des DMSO
macht die sofortige Verdiinnung notwendig. Nach Uberfiihrung des kompletten
Rohrcheninhalts wurden die Zellen bei 300g und 22°C 10 Minuten zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand abpipettiert und das Zellpellet mit frischem Medium
resuspendiert, um die Zellen in Zellkulturflaschen auszusaen. Die Kultur erfolgte in
Zellkulturflaschen bei 37 °Cund 5 % CO2 in Inkubatoren. Fir die weitere Expansion
und Kultivierung wurde ein Medium bestehend aus DMEM high glucose, 10 % fetal
calf serum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin verwendet, welches
anschlieend steril filtriert wurde. Aus Grinden des Zellmetabolismus und des
Zerfalls mancher Bestandteile bei Kulturtemperatur erfolgte zweimal pro Woche

ein Mediumwechsel (Seeliger et al., 2013).

Aufgrund der sehr hohen Proliferationsrate dieser Osteosarkomzellen kam es
relativ schnell zu einem konfluenten Zellrasen. Eine 100 %ige Konfluenz fuhrt zur
Kontaktinhibition, welche die Zellen in ihrem Wachstum hemmt (Stoker und
Rubin, 1967). Vor Eintreten einer vollstindigen Konfluenz erfolgte die
Passagierung der Zellen, das heif3t sie wurden mit einer Trypsin-EDTA-LOsung von

der Zellkulturflasche abgelost und auf mehrere neue Kulturgefalle verteilt. Zuvor
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erfolgte eine zweifache Spilung der Zellen mit PBS. Dies hatte zum Ziel,
Mediumreste zu entfernen, die die Trypsinwirkung einschranken kénnten. Nach
ca. 5 Minuten Inkubationszeit bei 37°C wurden die abgelésten Zellen nach
mikroskopischer Kontrolle mit dem oben genannten Medium vom Flaschenboden
abgesplilt, um die Trypsinwirkung abzustoppen und um das zytotoxische EDTA zu
binden. Die Osteosarkomzellen wurden in ein 50 ml-Falcontube verbracht und bei
500 g und 37 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert. Die Zellzahlung
erfolgte unter Zuhilfenahme von Trypanblau, das nur die Zellmembran toter Zellen
passieren kann und somit das Zytoplasma blau anfarbt, und der Neubauer-
Zahlkammer anhand der Formel:
Zellzahl=n * Vf * V * 10*
n: Gesamtzahl lebende Zellen in allen 4 Grofquadraten/4
Vf: Verdiinnungsfaktor

V: Volumen der Zellsuspension
10% Kammerfaktor

b) Einfrieren der Zellen

Nicht bendétigte Zellen wurden erneut eingefroren. Dazu wurde das
Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin-
EDTA vom Flaschenboden abgeldst. Nach entsprechender Inkubationszeit wurden
die Zellen mit Medium abgespiilt, in ein neues Falkonréhrchen verbracht und
anschlieBend bei 500 g und 22 °C 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, mit frischem Medium resuspendiert und die Zellen nach oben
beschriebener Technik gezahlt. Nach erneuter Zentrifugation, Absaugen des alten
Mediums und Resuspendieren mit kaltem Einfriermedium (bestehend aus 10 %
DMSO, 40 % FCS und 50 % Medium) mussten die Zellen (2x108 Zellen pro Cryovile)
aufgrund der Zytotoxizitdit des DMSO so schnell wie moglich in die Cryoviles
verbracht werden. Das DMSO ist fur ein kristallfreies Einfrieren der Zellen
essentiell. Im Anschluss wurden die Zellen sofort in den Cryo-Safe Cooler gesteckt.
Dieser wurde dann fiir einen Tag im -80 °C Freezer platziert, bis die Zellen in den

Stickstofftank verbracht wurden (Seeliger et al., 2013).
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2.1.2.  Versuchsaufbau

Es sollte die Wirkung des aKA in drei unterschiedlichen Konzentrationen (0 mM,
0,5 mM und 1 mM) auf die metabolische Aktivitait (MTT-Test) und die
Zellmorphologie (Mikroskopie) zu den Zeitpunkten 1, 7, 24 und 48 Stunden
untersucht werden (Pires et al., 2015). Dazu wurden die genannten
Konzentrationen jeweils in Triplikaten plattiert. AuRerdem wurden anhand einer
zweiten, identischen Platte mit dem VisiSens-System ({iber 48 Stunden
Sauerstoffwerte generiert, um eventuelle Unterschiede zwischen den Gruppen

hinsichtlich der Oxygenierung zu untersuchen.

2.1.3. Zubereitung der aKA-Losungen in verschiedenen Konzentrationen
Zunachst mussten Losungen verschiedener Konzentrationen des aKA hergestellt
werden. Hierzu wurde zunachst das aKA (M=480 g/mol) in pulvriger Form mit 1 ml
PBS vermischt und eine homogene Suspension bei pH 7,4 hergestellt (Pires et al.,
2015). Danach wurde die zum Gesamtvolumen fehlende Menge Zellkulturmedium
hinzugefiigt und das Ganze steril filtriert (0,22 um-Filter). Zu Beginn des Versuchs
wurde der aKA-PBS-Mediumlosung nach Filtrieren die benoétigte Zellmenge
hinzugefugt und 500 pl mit 2,5x10° Zellen pro Well plattiert. AnschlieBend erfolgte
die 24-stiindige Inkubation bei 37 °Cund 5 % CO..

2.14. MTT-Assay

Dieser Assay beruht auf der Reduktion des gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid-Salzes in lebenden Zellen zu purpurfarbigem
Formazan durch das mitochondriale Enzym Succinatdehydrogenase (SDH).
Anhand dieses Tests konnte im Rahmen des in vitro-Versuchs die metabolische
Aktivitat der Osteosarkomzellen und der Einfluss verschiedener Konzentrationen

des aKA auf diese beurteilt und verglichen werden.

Zu Beginn des Assays wurde der Uberstand aus den Wells abgenommen und die
Zellen zweifach mit PBS gewaschen, um nicht-adhdrente Zellen zu entfernen.
Danach wurde die Arbeitslosung (Thiazolylblau und PBS) hinzugegeben und die
Platte bei 37 °Cund 5 % COx fiir 2 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der angegebenen
Zeit wurde der Uberstand abgenommen und die Solubilisationslésung (bestehend

aus 5g SDS (w/v), 49,7 ml DMSO und 0,3 ml Essigsaure) hinzugegeben. Die Platte
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wurde 5-10 Minuten auf einem Schiittler platziert. Zuletzt wurden 100 ul jedes
Wells in eine 96-Well-Platte pipettiert und bei einer optischen Dichte von 570/690
nm im Photometer gemessen. Die Berechnung der Uberlebensrate erfolgte durch
Substraktion der Werte ODs70-ODsgo um Durchschnittswerte von Kontrolle und
Testproben zu ermitteln (Mosmann, 1983). Zur Kontrolle dienten einerseits
unbehandelte Zellen (Positivkontrolle), sowie mit 0,5 % Triton X100 behandelte

Zellen (Negativkontrolle).

2.1.5. DNA-Quantifizierungs-Assay PicoGreen

Zur Quantifizierung doppelstrangiger DNA wurde der ultrasensitive
fluoreszierende Nukleinsaurenfarbstoff Quant iT PicoGreen verwendet. Am Tag
des Experiments wurde die Arbeitslosung in einem Plastikréhrchen durch 200-
fache Verdinnung der konzentrierten PicoGreen-Losung mit TE-Puffer (bestehend
aus 10 mM Tris-HCl und 1 mM EDTA, pH 7,5). Aufgrund der Photodegradierung
des Farbstoffs in Gegenwart von Licht erfolgte das Einwickeln des Plastikrohrchens
mit Alufolie. Im Anschluss wurden durch Verdiinnen der 50 ng/ml- bzw. 2 pl/ml
DNA-Losung mit der Arbeitslosung zwei Standardkurven (low und high range)
vorbereitet. Dann wurden die zu untersuchenden Proben 1:2 mit TE-Puffer
verdiinnt und anschliefend 100 pl Arbeitslosung hinzugegeben. Es folgte eine 5-
mindtige lichtgeschiitzte Inkubation bei Raumtemperatur. Im Photometer wurde
dann die Fluoreszenzintensitat bei 480 nm Exzitation und 520 nm Emmission
gemessen. Nach Ende der Messung erfolgte die Subtraktion des Fluoreszenzwerts
des Blanks von dem gemessenen Wert jeder Probe. Absolute Werte wurden im

Anschluss mit Hilfe der Standardkurven berechnet (Singer et al., 1997).

2.1.6. Mikroskopie

Um die Morphologie der Osteosarkomzellen nach Kontakt mit dem akKA (2 mM)
und dessen schadigende Wirkung darzustellen, kam das Fluoreszenzmikroskop zur
Evaluation der Calcein- und PI-Farbungen (nach 48h und 7 Tagen) zum Einsatz.
Calcein diffundiert durch die Zellmembran in lebende Zellen und fluoresziert griin.
Pl passiert die Zellmembran toter Zellen und fluoresziert rot. Dabei wurde bei vier-
und zehnfacher VergroRerung im Hellfeld bzw. bei Farbung im Rot- und

Grinfluoreszenzkanal mikroskopiert und digitale Fotos davon gemacht.
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2.1.7. VisiSens TD-System

Das VisiSens TD-System der Firma PreSens ermdglicht ein noninvasives,
zweidimensionales Messen von Sauerstoff in u.a. Zellkulturplatten innerhalb eines
Inkubators. Hierzu kamen Sensorfolien zum Einsatz, die auf den Plattenboden
geklebt wurden und mit einem Polymer inklusive Fluoreszensfarbstoff beschichtet
sind. LED-Lichtquellen regen diese Fluoreszenzfarbstoffe an, wahrend eine
Kamera unterhalb der Platte die vom Sensor wieder emittierte
Fluoreszenzintensitat detektiert. Trifft ein Sauerstoffmolekil auf den Sensor, so
findet ein Energietransfer statt und die emittierte Fluoreszenzintensitat sinkt
(Abbildung 9). Das Ausmal} der emittierten Fluoreszenzintensitat korreliert mit
dem Sauerstoffpartialdruck der gemessenen Probe und wird anhand der IDL-
Evaluationssoftware ausgewertet. Das Funktionsprinzip verbraucht selbst keinen
Sauerstoff, was einen groBen Vorteil gegeniliber vielen anderen

Sauerstoffmessmethoden darstellt.

\ / Kein O,: Emission von Licht
0 > =
o-0-8

| Absorption von Licht | I Angeregter Zustand

0; vorhanden:
Energietransfer bei Kollision

6000

Abbildung 9 : Funktionsprinzip VisiSens-TD. In Gegenwart von Sauerstoff verringert sich die
Lichtemission aufgrund des Energietransfers.
(https://www.presens.de/knowledge/basics/detail/measurement-principle-of-chemical-
optical-sensors-901.html)

Nach dem Einkleben unter der sterilen Werkbank wurden die Sensorfolienim Well
mit 70 % Ethanol fiir eine Stunde bedeckt. Danach erfolgte die Abnahme des
Alkohols und die Platten wurden zum Trocknen fiir einige Stunden unter der

Werkbank belassen.
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Im Anschluss an die abgeschlossene Sterilisation konnte mit dem Plattieren der
Zellen begonnen werden. Dies erfolgte nach dem gleichen Schema wie in Kapitel
2.1.2. AnschlieRend wurde die Platte in den Inkubator verbracht, ber der Kamera
platziert und die Messung fiir 48 Stunden mit einer Frequenz von 4 Messungen
pro Stunde gestartet. Die Datenauswertung erfolgte mit der IDL-
Evaluationssoftware von PreSens. Es galt zu untersuchen, ob Unterschiede

hinsichtlich der Oxygenierung zwischen den verschiedenen Konditionen bestehen.

2.1.8. Statistik

Bei den in vitro-Ergebnissen dieser Arbeit wurden der Mittelwert =+
Standardabweichung berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Statistikinstituts des Klinikums rechts der Isar, TUM und mittels Software
Graphpad Prism, wobei zur Ermittlung der statistischen Signifikanz folgende Tests
zum Einsatz kamen: Zunachst wurde jedes Datenset mittels des D’Agostino-
Pearson- und Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung untersucht. Da diese nicht
vorlag bzw. die StichprobengroRe zu klein fir die Beurteilung auf
Normalverteilung waren, wurden die metrischen und unabhéangigen Stichproben
(Vergleich innerhalb eines Zeitpunktes) mittels des nichtparametrischen Kruskal-

Wallis-Tests und multiplen Vergleichstests nach Dunn auf Signifikanz untersucht.

Beim Vergleich von mehr als zwei abhdngigen Stichproben (Vergleich innerhalb
einer Gruppe an verschiedenen Zeitpunkten) erfolgte die statistische
Untersuchung mit Hilfe des nichtparametrischen Friedman-Tests und multiplen
Vergleichstests nach Dunn. Im Fall von zwei unabhdngigen Stichproben
(PicoGreen-Versuch) kam der nichtparametrische Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

zum Einsatz. Ein p-Wert < 0,05 entspricht einem signifikanten Ergebnis.
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2.2. In vivo-Versuch

2.2.1.  Versuchsziele

In Hinblick auf die seit Jahren stagnierenden und unzufriedenstellenden
Uberlebensraten in der humanen und kaninen Osteosarkomforschung, bedarf es
dringend alternativer Therapien und Ansatzpunkte im Kampf gegen diese
Neoplasie. Daher sollte nun die in vivo-Anwendung des aKA im Mausmodell

erfolgen.
Ziel dieses Versuchs war die Evaluation der folgenden Fragen:

1) Bestehen signifikante Unterschiede hinsichtlich Tumorprogedienz und

Metastasierung zwischen behandelten und unbehandelten Tieren?

2) Ist die Behandlung mit dem aKA kurativ oder proliferieren die Tumoren nach

Ende der Applikation wieder in verstarktem Ausmaf3?

3) Ergeben sich bei Applikation des aKA mit und ohne Tumorzellimplantation

Nebeneffekte toxischer und nicht-toxischer Art?

Zur Klarung dieser Fragen wurden bezlglich Punkt 1 und 2 zu finf Zeitpunkten
HUCT-Scans und die Histologie durchgefiihrt (ndher erlautert in Kapitel 2.2.7, 2.2.9
und 2.2.11). Zur Evalierung potentieller systemischer Nebeneffekte wurden
Plasmaproben hinsichtlich verschiedener Analyten mittels Luminex MagPix

untersucht (Kapitel 2.2.12).

2.2.2.  Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 70 mannliche C57BL/6J-Mause im Alter von 8-10
Wochen mit einem initialen Gewicht von 25,16 + 1,14 g verwendet. Die Tiere
wurden speziell fir Versuchszwecke geziichtet und von Charles River

Laboratorien, Sulzfeld bezogen.

Die Versuchsgenehmigung erfolgte gemal § 8 Tierschutzgesetz (TSchG) durch die
Regierung von Oberbayern unter dem Aktenzeichen Az.:55.2-1-54-2532-142-
2016. Bei Durchfihrung der Eingriffe an Versuchstieren wurden zu jeder Zeit die
geltenden Rechtsbestimmungen des Tierschutzgesetzes (TSchG in der Fassung

vom 28. Juli 2014) eingehalten.
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2.2.3. Versuchstierhaltung

Die Haltung der Tiere erfolgte im Zentrum fiir praklinische Forschung (ZPF) des
Klinikum rechts der Isar in speziellen einzelbellifteten Kafigen zur Haltung von
Mausen (Tecniplast-IVC). Die maximale Besatzdichte in einem Mausekafig (Typ-I
Superlong; Grundflache 16x37 cm) richtet sich gemaR der EU Richtlinie 2010/63
nach dem Gewicht der Tiere. Es wurden maximal 5 Tiere pro Kafig gehalten. Futter
(autoklaviertes  Mausefutter Ratte/Maus, 10 mm rund pelletiert,
spezialbehandelt, Haltungsfutter No. 1324SP, Fa. Altromin, Lage) und Wasser
(angesauertes Trinkwasser (1N HCl, pH 3,5 — 3,0)) bei einmaligem Flaschenwechsel
pro Woche) erhielten die Tiere ad libitum. Spezielles Holzgranulat (Select Fine,
Ssniff, Soest) diente als Einstreu bei zwei Wechseln pro Woche. Nestbaumaterial
wurde als autoklavierter Zellstoff zur Verfligung gestellt, ebenso ein Maushaus aus
rotem Polycarbonat (Bioscape). Der Raum war speziell als Tierhaltungsraum
konzipiert (Personenlimitierte Zutrittskontrolle, Pflege durch ausgebildete
Versuchstierpfleger, Klimatisierung, Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 Stunden mit
Dammerungsphase). Die Haltung der Tiere erfolgte in Umsetzung der in der EU-
Richtlinie 2010/63 festgelegten Bedingungen. Die Eingewdhnungszeit der Tiere

betrug mindestens eine Woche.

Der Hygienestatus der Versuchstiere entsprach einem SPF-Status gemal} den
FELASA Empfehlungen. Im Rahmen des Hygienemanagements war ein Import aus
Trichomonas- oder Pasteurella pneumotropica positiven Haltungen untersagt, um

das Auftreten moglichst einzudammen.

Das Hygienemonitoring erfolgte gemal den Empfehlungen der FELASA
(Untersuchungsfrequenz spatestens alle 3 Monate) und basierte auf der
regelmaRigen Untersuchung von Sentinel-Tieren. Es wurden NMRI-nu*/- Tiere als
Sentinels verwendet. Ein Sentinelkafig erhielt benutzte Einstreu (dirtybedding
Methode) aus 71 bis maximal 79 Haltungskafigen (1 Sentinelkafig pro Rackseite).
Die Untersuchungen wurden von einem externen qualitatszertifizierten Fachlabor
durchgefihrt. Der Betriebsablauf innerhalb des ZPF war durch entsprechende

Dokumente (Hygieneregeln, Arbeitsanweisungen etc.) geregelt.
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2.24. Versuchsgruppen

Tabelle 16: Ubersicht der Versuchstiergruppen und jeweilige Tieranzahl

C57BL/6

Behandlung = Tumorzell- Keine Tumorzell- Tumorzell- Tumorzell-

implantation+ Tumorzell- implantation = implantation+ implantation

Vehikel (NaCl implantation+ akA (1 mM) +akKA (10

[V

0,9 %) akA (10 mM) mM)
Anzahl 12+2=14 12+2=14 12+2=14 12+2=14 12+2=14
Summe 70

+2 verdeutlicht die Reservetiere pro Gruppe. mM= millimolar, aKA= aromatisches
Kohlenwasserstoffamphiphil.

Wie Tabelle 16 entnehmbar, wurden die insgesamt 70 Mause in 5 Gruppen a 14
Tiere (12 Tiere + 2 Reservetiere) eingeteilt. Die erste Gruppe diente als Placebo-
Gruppe und erhielt zur Tumorzellimplantation lediglich eine 14-tagige tagliche
Injektion von 0,9 % NaCl. Die nachste Gruppe bekam keine Tumorzellen aber eine
Uber 14 Tage tagliche 10 mM aKA-Dosis subkutan zur Evaluierung eventueller
systemischer Nebeneffekte. Der dritten Gruppe wurden nur die Tumorzellen
implantiert und keinerlei therapeutische Applikation des aKA verabreicht. Der
vorletzten und letzten Gruppe wurden die Tumorzellen ebenfalls implantiert und

eine 1 mM bzw. 10 mM tagliche aKA-Dosis liber 14 Tage appliziert.
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2.2.5. Versuchsablauf

aKA/Vehikel
{1 x tgl. Intratumoral (Vehikel, 1mM, 10mM))
L 4 \ A, J v v v v v rs. A v
Tumorzell-
Implantation,
R"';:t:en, llasn pCT, Blutentnahme, O,-Messung
o
=
[+ ]
~
3 Tumorgenese/progression
Tage O 20 21 35 50
Histologie X X X %

Abbildung 10: Ubersicht des Versuchsablaufs. Es sind die jeweiligen Zeitpunkte und
Interventionen dargestellt. Kreuze markieren die Histologiezeitpunkte. aKA= aromatisches
Kohlenwasserstoffamphiphil, BE= Blutentnahme, mM= millimolar, tgl.= taglich.

Wie Abbildung 10 zeigt, erfolgte an Tag 0 der erste uCT-Scan, eine Blutentnahme
(ca. 16 pl, <10 % Korpervolumen) und die intratibiale Tumorzellimplantation.
Danach wurde 20 Tage inklusive taglicher Inaugenscheinnahme und Scoring (siehe
Score Sheet im Anhang) sowie zweimaligem Wiegen pro Woche abgewartet. Ab
Tag 20 wurde zusatzlich zum taglichen Scoring auch taglich gewogen. An Tag 20
(Beginn der Behandlung), 21 (1 Tag post Behandlungsbeginn) und 35 (1 Tag nach
Ende der Behandlung) erfolgten Verlaufskontrollen mittels uCT, Blutentnahme,
intratibialer Sauerstoffmessung und Euthanasie zweier Mause pro Gruppe zu
Zwecken der Histologie. Von Tag 20-34 fand zusatzlich die tagliche Applikation des
akA/NaCl statt. An Tag 50 wurden alle restlichen Tiere nach uCT-Scan,
Blutentnahme und Sauerstoffmessung fir die histologische Untersuchung unter

Isoflurananasthesie euthanasiert.

2.2.6. Tumorzellimplantation

Vor Implantation wurde die murine Osteosarkomzellinie K7M2-Matrigel-L6sung
unter der sterilen Werkbank hergestellt. Hierflir wurden die Osteosarkomzellen,
wie bereits beschrieben in Kapitel 2.1.1, von der Zellkulturflasche gelost,
zentrifugiert und gezahlt. Die bendtigte Menge Zellen wurde anschliefend mit

dem entsprechenden Volumen an Matrigel und PBS ohne groRe Blasenbildung
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resuspendiert (Gesamtvolumen von 20 ul/Maus, 80 % Matrigel mit 1 x 108
Zellen/ml) und umgehend bis zur Implantation auf Eis gelagert (Dass et al., 2006).

Die Kontrollgruppe akA (10 mM) erhielt keine Tumorzellen.

Den Tieren wurde 2 Stunden vor Injektion Carprofen (5 mg/kg KG) s.c. verabreicht.
Nach diesen 2 Stunden wurden die Tiere mittels Dreifachkombinationsandsthesie
narkotisiert (i.p. 0,5 mg/kg KG Medetomidin, 5 mg/kg KG Midazolam, 0,05 mg/kg
KG Fentanyl). Die Tiere wurden wahrend des gesamten Procederes auf einer
Warmematte (Temperaturmaximum 40°C) gelagert. Weiterhin wurde eine
Augensalbe (Bepanthen) verwendet, um das Austrocknen der Bindehaut zu
vermeiden. Auf die entsprechende Injektionstelle wurde Enthaarungscreme
aufgetragen, nach und anschlieBend mit 70 % Ethanol desinfiziert und gereinigt.

Die Injektion der Tumorzellen erfolgte gemaRk Abbildung 11.

Abbildung 11: Intratibiale Applikation von Osteosarkomzellen aus (Park et al., 2010). In Bild A
wird die Positionierung des Beins gezeigt (Beugung des Kniegelenks und Lateralisierung des
Beins). In Bild B wird die Kaniile auf dem Tibiakamm positioniert und unter Rotation eingedreht.
Bei korrekter Positionierung befindet sich die Kaniile parallel zur Tibiaachse (Bild C).

Vor Beginn der Implantation erfolgte die Prdparation der Spritzen: Um eine
Luftinjektion und mogliche Luftembolie zu vermeiden, wurde die zu

implantierende Kaniile zundchst mit sterilem PBS gespilt, sodass der
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Kanlilenkonus keine Luft mehr enthielt. Eine zweite Spritze wurde mit 150 ul
sterilem PBS aufgezogen und dazu die 20 pl Matrigel-Tumorzellsuspension
aufgezogen. Diese Matrigel-Spritze wurde bis unmittelbar vor der Injektion auf Eis

gelagert, um ein Gelieren des Gels zu vermeiden.

Mit Daumen und Zeigefinger wurde dann der laterale und mediale Malleolus
fixiert (Abbildung 11A). Nun wurden Fibula und Tibia lateral rotiert und das Knie
plantar gebeugt und lateral rotiert (Abbildung 11B-C). Bei korrekter Position
wurde der anteriore Tibiakamm deutlich sichtbar (Abbildung 11C). Eine 1 ml-
Spritze mit der durchgespiilten Kaniile (27 G) wurde entlang der langen Tibiaachse
ausgerichtet und perkutan durch das Kniegelenk implantiert (Abbildung 11C).
Nach Platzierung der Kanilenspitze auf der proximalen Tibiatuberositas, erfolgte
unter halber bis dreiviertel Rotation das Eindrehen. Durch einen Scoutscan mit

dem pCT (Abbildung 12) wurde die korrekte Position der Kaniile bestatigt.

Abbildung 12: Réntgenologische Verifizierung der korrekten Kaniilenposition.

Die Kanllenspitze sollte sich in den knochigen Trabekulae nahe der
Wachstumsfuge befinden, nicht im Knochenmarksraum. Nun wurde die erste
Spitze mit ausschliellich PBS von der korrekt positionierten Kantle entfernt und
die 1 ml-Spritze mit der Tumorzellsuspension (Gesamtvolumen 20 pl) aufgesteckt.
Dann erfolgte die langsame intratibiale Injektion der Tumorzellsuspension. Im
Anschluss wurde die Kanille entfernt und die Injektionsstelle mit einem Zellstoff

20-30 Sekunden lang komprimiert zur Sicherstellung der Himostase. Zusatzlich
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erhielten die Tiere intraoperativ (20 Minuten vor Ende) Buprenophin (s.c. 0,05
mg/kg KG) fur mind. 24 Stunden alle 8 Stunden. Nach Beenden der Implantation
und einer Blutentnahme aus der Vena facialis (ca. 16 ul, <10 % Korpervolumen)
wurden die Tiere in ihren Kafig zurlickgesetzt und bis zum vollstandigen Erwachen

aus der Narkose weiterhin beobachtet.

2.2.7. Tumorgenese bis Tag 20
Nach der Tumorzellimplantation erfolgte die tagliche Beobachtung und Scoring

inklusive zweimaligem Wiegen pro Woche der Tiere Uiber 20 Tage.

2.2.8. MCT-Tumormarkierung und —scan

20 Tage nach Tumorzellimplantation wurde das Tumorwachstum sowie die
Tumorlokalisation und pulmonale Metastasierung mittels uCT untersucht. Dafir
wurden die Maé&use durch Inhalationsnarkose (Isofluran) in einer Kammer
narkotisiert, anschlieBend in Bauchlage in das uCT verbracht und unter dieser
Narkose gescannt. Die Narkosetiefe wurde in regelmaRigen Abstanden tberprift
(Atmungfrequenz-Aufzeichnung durch in vivo-uCT). Der Scan von Tibia und Lunge
dauerte ca. 17 Minuten pro Maus. Die Auflésung des CT betrug 35 um (1000 x 668
Pixel), welche einen Kompromiss zwischen Bildqualitdt und moglichst niedriger
Strahlenbelastung fiir das Tier darstellt. Es wurde ein 0,5 mm Aluminiumfilter und

eine elektrische Spannung von 50 kV verwendet.

a) Parameter Lungenscan:

e Rotation step: 0,9° bei 360°-Rotation und list-mode (frames) 7

e Anpassen der Isoflurankonzentration, um Atemfrequenz zu senken auf
ca. 0,7 Atemzilige/Sekunde

e Dauer: ca. 11 Minuten

b) Parameter Tibiascan:

e Rotation step 1° mit snap wide angle-Modus und frames 3
e Dauer ca. 6 Minuten

Die Tumorlokalisation wurde anschlieBend auf Grundlage dieser Bildgebung von
aulen mittels Haarentfernung markiert. AnschlieBend erfolgte die erste

therapeutische Injektion noch in Narkose.
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2.2.9. Behandlung mittels akKA/Vehikel

Vor Beginn der Injektion erfolgte fir alle Gruppen (auller Vehikel-Gruppe) die
Zubereitung des aKA. Dazu wurde die benétigte Menge des pulvrigen akA
abgewogen und in ein 50 ml-Falcon-Réhrchen verbracht. Danach wurde unter der
sterilen Werkbank die der gewilinschten Konzentration entsprechende Menge
sterilen PBS hinzugegeben und das Ganze gut vermischt, sodass ein vollstandiges
Auflésen des Pulvers gewahrleistet war. Im Anschluss erfolgte das Filtern mit
einem 0,2 um-Filter in ein steriles 50 ml-Falkon-Réhrchen um Keimfreiheit
sicherzustellen. 50 ul des sterilen aKA wurden dann in ein 0,5 ml-Reaktionsgefald
pipettiert und anschlieBend mit einer 0,5 ml-Insulinspritze aufgezogen. Bei der
Vehikel-Gruppe wurden 50 ul 0,9 % NaCl-Lésung mit einer 0,5 ml-Insulinspritze

aufgezogen.

Die von aullen markierte Injektionsstelle wurde griindlich gereinigt und
desinfiziert (Ethanol 70 %) und anschlieBend mittels 27 G Kandle zentral im Tumor
(von auBen) platziert. Die Nadel wurde nach Punktion in der Injektionsstelle
belassen und der korrekte Sitz (intratumoral) mittels o.g. Bildgebung Gberpruft.
Bei korrekter Position wurden 50 pl Gesamtvolumen (Vehikel/ 1 mM aKA/ 10 mM
aKA) in den/die Tumor/Tibia injiziert. Der Kontrollgruppe ohne
Tumorzellimplantation wurden 50 pl akKA (10 mM) subkutan injiziert. Im Anschluss
an die Injektion des aKA wurde den Tieren zur Verlaufskontrolle EDTA-Blut unter
Narkose aus der V. facialis entnommen (ca. 16 pl, <10 % Korpervolumen). Die
Einstichstelle wurde nach Entfernen der Kanilile auf Hamostase Uberprift.
AnschlieBend wurde die Maus auf die Warmematte gelegt und erst nach dem
volligen Wiedererlangen des Bewusstseins in den Kafig verbracht. Die Injektion
des aKA/Vehikels erfolgte Giber 14 Tage taglich (Tag 20-33). Danach folgte ein Tag

zur Erholung der Tiere bevor an Tag 35 erneut Lunge und Tibia gescannt wurden.

2.2.10. Verlaufskontrolle mittels pCT, Blutentnahme (BE)

Im Anschluss an die therapeutische Applikation wurden die Tiere fiir weitere zwei
Wochen beobachtet. Wahrend des gesamten Untersuchungs- und
Behandlungszeitraums von Tag 20 bis Tag 50 (Versuchsende) wurden in
regelmaligen Abstanden Verlaufskontrollen durchgefihrt (Tag 21, 35, 50). Wie

oben beschrieben, wurden die Tiere unter Isoflurannarkose im uCT untersucht
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(TumorgrolRe und Lokalisation, Metastasen), sowie Blut aus der V. facialis (ca. 16

upl, <10 % KG) unter Narkose entnommen.

Das Blut wurde nach Entnahme 10 Minuten bei 500 g und 22 °C zentrifugiert und
das Plasma in ein 0,5 ml ReaktionsgefaRR pipettiert. Bis zur weiteren Analyse

wurden die Plasmaproben im -80 °C-Gefrierschrank gelagert.

2.2.11. Sauerstoffmessungen intratibial

An den Zeitpunkten Tag 20, 21, 34 und 50 wurden bei den Histologietieren
physiologische Sauerstoffdaten intraossdr mit PSt-1-Sensoren (PreSens) gemessen
(Abbildung 13). Eine Messung der nicht fir die Histologie bestimmten Tiere war
aus Tierschutzgriinden nicht moglich (Moglichkeit des Sensor-Abbrechens, starke

Blutung 0.A.). Nach Abschluss des pCT-Scans wurde das gesunde Bein ohne

Tumorzellen (an Tumorbein sonst keine Tumorhistologie mehr moglich) griindlich
gereinigt und mit 70 % Ethanol desinfiziert. Der in einer Kanlile befindliche Sensor
wurde wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben in die Tibia implantiert. Um eine adaquate
Temperaturkompensation gewahrleisten zu kénnen, wurde die Temperatur des
Beins nach Ethanolapplikation und Sensorimplantation mit einem
Laserthermometer gemessen. Die gemessene Temperatur wurde anschlieBend in
die Software eingepflegt und die Messung nach Ausfahren des Lichtleiters
gestartet. Nach einer stabilen Phase von ca. 60-120 Sekunden wurde die Messung
beendet und der Lichtleiter wieder in die Kandile riickverlagert, sowie der Sensor
vorsichtig aus dem Bein ausgedreht. AnschlieBend erfolgte die Euthanasie per
zervikaler Dislokation. Tabelle 17 veranschaulicht die Tierzahlen pro Zeitpunkt und

Gruppe.

Abbildung 13: Intratibiale Sauerstoffmessung mit einem PSt-1-Sensor (PreSens), Pfeil zeigt auf
Implantationsstelle.
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Tabelle 17: Ubersicht Mausanzahl pro Gruppe und Zeitpunkt fiir die intratibiale

Sauerstoffmessung
Gruppe Tag 20 Tag 21 Tag 35 Tag 50
Vehikel 2 1 1 4
Keine TZ 1 2 1 4
Nur TZ 0 0 0 6
1 mM aKA 1 1 2 5
10 mM akKA 2 1 2 1

aKA= aromatisches Kohlenwasserstoffamphiphil, mM= millimolar, TZ= Tumorzellen.

2.2.12. Versuchssende
Am Tag 50 wurden die noch im Versuch befindlichen Tiere nach der
Verlaufskontrolle (uCT, Blutentnahme) und Sauerstoffmessung ebenfalls unter

Isoflurannarkose mittels zervikaler Dislokation getotet.

2.2.13. puCT-Analyse
Die vorbereitende Rekonstruktion der Scans begann mit der Software NRecon

(Bruker, Billerica, USA). Hierfiir wurden die folgenden Parameter verwendet:
a) Weichzeichnen (Smoothing): 3

b) Ringartefaktkorrektur: 10

c) Rontgenstrahlaufhartungskorrektur (Beam Hardening Correction): 3

d) Kontrast-Schwellwerte: 0 und 0,6

AnschlieBend wurden die Scans im DataViewer (Bruker, Billerica, USA) in
standardisierter Weise rotiert und die Region of interest (ROIl) in der CTAn-
Software (Bruker, Billerica, USA) ausgewahlt. Die Schwellwerte lagen hier bei 50
und 255. Nach erneuter Rotation und Speichern des koronaren Datensets im
DataViewer wurde die Datei wiederum in der CtAn-Software gedffnet. Hier wurde
nun die ROl der proximalen Tibia mit einer Schichtdicke von 2,65 mm £ 41

Schnitten (Abbildung 14) und ohne Fibula ausgewahlt. Diese Schichtdicke schlieRt
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den am groRRten gewachsenen Tumor ein und wurde bei allen Dateien einheitlich
verwendet. Im letzten Schritt wurde die zuvor erstellte VOI (Volume of interest)-
Datei in der CTAn-Software gedffnet und der exakte ROI der proximalen Tibia in

der zuvor erwahnten Schichtdicke markiert.

Abbildung 14: Fiir die Analyse in CTAn-Software verwendeter proximaler Tibiateil (rotes
Kastchen).

AnschlieBend fihrte die Software die Analyse anhand einer individuellen
Aufgabenliste durch und die ermittelten Werte konnten in eine Excel-Tabelle

Uberfihrt werden.
Es wurden vier verschiedene Parameter analysiert:

a) TV (Tissue volume) = Gesamtgewebevolumen

b) BV (Bone volume) = Knochenvolumen

c) BV/TV % = Verhaltnis von Knochen- zu Gesamtgewebevolumen

d) BMD (Bone mineral density) = Knochenmineraldichte ist die volumetrische

Dichte von Kalzium-Hydroxyapatit in g/cm?3

Vor Beginn der Analyse bedurfte es zur akkuraten Bestimmung der
Knochenmineraldichte einer Kalibration des uCT mittels Kalzium-Hydroxyapatit-
Phantomen (0,25 g/cm? und 0,75 g/cm3) der GroRBe 2 mm. Diese Phantome
besitzen in etwa denselben Kalzifizierungsgrad wie Mausknochen. Es ist essentiell
die empfohlene GroBe einzuhalten, aufgrund des grofRenabhadngigen

Rontgenstrahlaufhartungseffekts. Des Weiteren nimmt bei einer in vivo-Messung
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das umgebende Gewebe (Fett, Muskeln und Haut) Einfluss auf den BMD-Wert.
Daher wurden die beiden Phantome in wassergefillten 0,5 ml-ReaktionsgefaRen
(entspricht in etwa dem Durchmesser eines Mausbeins) mit denselben
Parametern wie die Tibiae gescannt. Die Phantom-Scans wurden anschlieBend auf
die gleiche Art und Weise im NRecon rekonstruiert. In dieser Arbeit wurde die
Kalibration mittels AC, attenuation coefficient (Schwachungskoeffizient),
durchgefiihrt. Dieser Koeffizient stellt die Einheit fir die exponentielle
Rontgenstrahlabschwachung in einem Material dar. Die beiden rekonstruierten
Phantom-Scans wurden anschlieend im CT-An gedffnet und die Kalibration wie
folgt implementiert. Es wurde jeweils ein zirkularer ROl von 150 Schichtbildern im
Phantomscan ausgewahlt, der einen gewissen Abstand zum Rand und den Enden
freildsst. In der bindren Ansicht wurde dann ein Histogramm des Datensatzes
(innerhalb des ROI) erzeugt und der AC errechnet. Diese ermittelten AC-Werte
konnten anschlieBend in die Kalibrationsmaske der CTAn-Software eingepflegt

werden (Abbildung 15), welche die finale Kalibration errechnete.

Bone Mineral Density calibration

Calibrate } against | Attenuation Coefficients v

AC - | 0.00935

BMD = —m————— g/cm™3
0.0386

Abbildung 15: Kalibrationsmaske der CTAn-Software. BMD= Bone mineral density, AC=
Attenuation Coefficient. g/cm® = Gramm pro Kubikzentimeter.

Tabelle 18 veranschaulicht die Tierzahlen pro Zeitpunkt und Gruppe.
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Tabelle 18: Ubersicht Mausanzahl pro Gruppe und Zeitpunkt fiir die pCT-Analyse

Gruppe Tag0 Tag 20 Tag 21 Tag 35 Tag 50
Vehikel 10 11 9 8 6
Keine TZ 12 12 10 8 6
Nur TZ 11 14 12 10 8
1 mM akKA 13 13 12 10 8
10 mMakKA | 14 14 11 9 7

aKA = aromatisches Kohlenwasserstoffamphiphil, mM= millimolar, TZ= Tumorzellen

2.2.14. Luminex MagPix

Die Untersuchung der Plasmaproben erfolgte mit einem Luminex MagPix
Multiplex, dessen Analysetechnik auf dem Enyzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) basiert. Die MagPix Multiplex-Technik ermoglicht im Gegensatz zum
klassischen ELISA die simultane Analyse mehrerer MessgrofRen in einer Probe.
Ermoglicht wird dieses Parallelauslesen durch unterschiedlich farbige
Magnetpartikel (Beads) inklusive analyt-spezifischer Antikorperbeschichtung. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Proteine IL-6, TNF-a und VEGF analysiert.
Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor- a (TNF-a) sind inflammatorische
Marker, die auch im neoplastischen Zusammenhang eine Rolle spielen (ll'yasova

et al., 2005).

Die Plasmaproben wurden zundchst 1:4 verdinnt und 10 Minuten bei 16.000 g
und 4 °C zentrifugiert. Anschlieend wurden 50 ul von Probe, Standardreihe und
Blank pro Well plattiert. Es folgte eine zweistlindige Inkubationszeit auf dem
Shaker bei 800 rpm. Waren die Analyten in der Probe vorhanden, banden sie
wahrend dieser Inkubationszeit an die Beads. Im Anschluss erfolgte ein
dreimaliges Waschen mit Waschpuffer auf der Magnetplatte. Nach Zugabe von 50
ul Biotin-gekoppelter Sekundarantikorperlésung (IL-6, TNF-a und VEGF) pro Well
wurde eine weitere Stunde auf dem Shaker bei 800 rpm inkubiert. Die
Sekundarantikorper sind dabei ebenfalls spezifisch an den Analyten bindend.

Nachfolgend erfolgte wieder ein dreifach wiederholter Waschgang. Anschliefend
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wurde der Streptavidin-Phycoerythrin-Komplex (50 ul pro Well) hinzugegeben,
der eine quantitative Analyse moglich gemacht. Nach 30-mintiger
Inkubationszeit auf dem Shaker, Waschgang, Zugabe von 100 ul Waschpuffer pro
Well und einer letzten zweiminitigen Inkubation auf dem Shaker erfolgte das
Auslesen durch das Magpix-Gerat. Dieses analysiert jede Probe hinsichtlich
Beadsfarbe, erkennt daran den jeweiligen Analyten und misst die
Fluoreszenzintensitat des Streptvidin-Phycoerythrin-Komplexes. Letzere st
wiederum proportional zur Analytkonzentration. Die absolute Quantifizierung

erfolgte anhand der Standardreihe.

Tabelle 19 veranschaulicht die Tierzahlen pro Zeitpunkt und Gruppe.

Tabelle 19: Ubersicht Mausanzahl pro Gruppe und Zeitpunkt fiir die Plasmaprobenanalyse
mittels Luminex MagPix. Nach dem Schragstrich ist jeweils die Gesamtzahl der verbliebenen
Tiere zum entsprechenden Zeitpunkt angegeben

Gruppe Tag0 Tag 20 Tag 21 Tag 35 Tag 50
Vehikel 4/12 2/12 1/10 7/8 6/6
Keine TZ 0/12 2/12 2/10 5/8 6/6
Nur TZ 12/14 12/14 2/12 7/10 7/8
1 mM akKA 13/14 2/14 2/12 6/10 5/8
10 mM akKA  14/14 1/14 1/12 6/10 6/8

aKA= aromatisches Kohlenwasserstoffamphiphil, mM= millimolar, TZ= Tumorzellen
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2.2.15. Histologie

Zusatzlich zu den Verlaufskontrollen wurden an den Tagen 20, 21 und 35 jeweils
zwei Tiere pro Gruppe nach der Untersuchung (uCT, Blutentnahme,
Sauerstoffmessung) noch in Narkose getotet (zervikale Dislokation). Diese Tiere

dienten der histologischen Evaluation der Tumorprogression.

Entnommen wurden die Leber, eine Niere, die Lunge und die Tibia (mit
Tumorzellen, bei der Vehikelgruppe Tibia ohne Tumorzellen). Nach Entnahme
wurden die Organe mit PBS von aullen gespilt und fiir 24 Stunden in 3,7 %
Formaldehyd bei 4 °C eingelegt. Nach Verstreichen dieser 24 h wurden die Proben
erneut mit PBS gewaschen und in 70 % Ethanol bei 4 °C bis zur weiteren

Verarbeitung gelagert.

Die Tibiae durchliefen vor Beginn der Histologie zusatzlich den Prozess der
Dekalzifizierung. Hierzu wurde 400 g EDTA in 2800 ml ddH0 aufgeldst und fiir eine
Stunde auf dem Heizmagnetrihrer platziert. AnschlieBend erfolgte das Einstellen
des pH auf 7,4 mit 50 % NaOH-L6sung. Das Gesamtvolumen wurde auf 4000 ml|
mit ddH;O erhoht und nachfolgend die Knochenproben in beschrifteten
Histologiekassetten in einem Netz fiir 7 Tage in die 10 %-ige EDTA-LOsung
verbracht. Alle 4 Tage erfolgte das Austauschen der EDTA-LOsung. Der Fortschritt
der Dekalzifizierung wurde mittels einer feinen Nadel Uberprift, wobei im
dekalzifizierten Zustand der Knochen problemlos mit der Nadel durchstochen
werden konnte. Die Knochenlagerung erfolgte nach Beenden der Dekalzifizierung

wieder in 70 % Ethanol.

Zunachst erfolgte dann die Einbettung der Proben in Paraffin und das
anschliefende Schneiden mit dem Mikrotom in 5 um (Leber, Lunge, Niere) bzw. 4
oder 7 um (Knochen) dicke Scheiben. Diese Schnitte wurden nachfolgend auf
Objekttrager aufgebracht. Fiir ein optimales Farbeergebnis mussten die Schnitte

erst wieder mittels absteigender Alkoholreihe entparaffiniert werden.

2.2.15.1. Hamalaun-Eosin-Farbung (H.-E.-Farbung)
Zunichst wurde die klassische Ubersichtsfarbung Hamalaun-Eosin-Farbung
durchgefihrt. Himalaun farbt alle basischen Strukturen, wie z.B. Zellkerne und

DNA, blau an. Eosin hingegen farbt azidophile Strukturen, wie Mitochondrien,
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Kollagen und Zellplasmaproteine rot an.

Zunachst wurden die Schnitte mit Roti-Histol entwachst und lber eine
absteigende Alkoholreihe rehydriert. AnschlieRend erfolgte eine 10-mindtige
Inkubation in Hamalaun und das 15-minitige Blauen mit flieRendem
Leitungswasser. Danach wurden die 5 pm dicken Leber-, Lungen- und
Nierenschnitte 5 Minuten und die 7 um dicken Knochenschnitte 2,5 Minuten in
Eosin inkubiert. Uberschissige Eosin-Farbelésung wurde nach Ablauf der Zeit mit
destilliertem Wasser abgespiilt und die Schnitte anschliefend mit Hilfe einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. AbschlieBend erfolgte eine 5-minltige
Inkubation in Rotihistol, bevor die Schnitte zum Trocknen unter dem Abzug

belassen und die Deckglaschen mit Roti-Histokitt aufgebracht wurden.

2.2.15.2. Masson-Goldner-Trichrom-Farbung

Die Masson-Goldner-Trichrom-Farbung stellt eine Kombination aus Goldner-
Farbeldsung I, Il und Ill sowie der Hamatoxylinldsung nach Weigert dar. Letzere
dient der Blaufarbung der Zellkerne. Golder-Farbelésung | besteht aus Ponceau
(Rotfarbung von Muskelfasern und Cytoplasma) und Fuchsin (Rotfarbung des
Bindegewebes). Golder-Farbelosung Il beinhaltet Orange G (Orangefarbung der
Erythrozythen) sowie Wolframatophosphorsaure (Entfarbung des Bindegewebes).
Zuletzt wird mit Hilfe der Golder-Farbelosung Il und dem enthaltenen Light green

SF yellowfish das Bindegewebe griin angefarbt.

Zundachst erfolgte das Deparaffinieren und Rehydrieren der Knochenschnitte.
AnschlieBend wurden die Schnitte 3 Minuten in Hdmatoxylin inkubiert und unter
flieBendem Leitungswasser 10 Minuten gebldut. Danach wurde iber 7 Minuten in
Golder-Farbeldsung | inkubiert und nachfolgend 30 Sekunden mit 1 % Essigsaure
gespult. Zur Entfarbung des Bindegewebes erfolgte eine 10-25 minitige
Inkubation in Golder-Farbeldsung Il und ebenfalls eine 30-sekiindige Spllung mit
1 % Essigsaure. Zum Schluss wurden die Schnitte 4 Minuten in Golder-Farbeldsung
[ll inkubiert und 4 Minuten mit 1 % Essigsaure gewaschen. Vor dem Eindeckeln
mit Roti-Histokitt erfolgte die Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe

und eine 5-mintige Inkubation in Roti-Histol.
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2.2.15.3. Perjodsaure-Schiffs (PAS) — Farbung
Perjodsdaure dient der Oxidierung von freien 1,2-Glykolgruppen zu
Aldehydgruppen, welche nachfolgend durch das Schiffs Reagenz rot gefarbt

werden. Hamalaun farbt die Zellkerne als Gegenfarbung blau.

Die Nierenschnitte wurden entparaffiniert und mit einer absteigenden
Alkoholreihe rehydiert. Nach kurzem Spilen mit destilliertem Wasser erfolgte eine
10-mindtige Inkubation in Perjodsaure. Im Anschluss wurden die Schnitte 10
Minuten mit Leitungswasser gewaschen und 2x2 Minuten mit destilliertem
Wasser gesplilt. Danach erfolgte eine x-minttige Inkubation mit Schiffs Reagenz
bei Raumtemperatur und das Waschen mit warmem Leitungswasser Uber 5
Minuten. Nach einem kurzen Spilgang mit destilliertem Wasser wurden die
Zellkerne 5 Minuten mit Hamalaun gefarbt und im Anschluss 15 Minuten mit
flieRendem Leitungswasser geblaut. Die Schnitte wurden dann mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, 5 Minuten in Rotihistol inkubiert und zum
Trocknen unter dem Abzug belassen. Zum Schluss wurden die Deckglaschen mit

Roti-Histokitt aufgebracht.

2.2.15.4. Einscannen der histologischen Schnitte

Alle Schnitte wurden nach Beenden des Farbevorgangs und Trocknungszeit mit
einem Slidescanner (NanoZoomer 2. ORS, Hamamatsu Photonics, Hamamatsu,
Japan) und der zugehorigen NDP.view 2-Software in 20-facher VergréBerung

digitalisiert.

2.2.16. Statistik

Bei den in vivo-Ergebnissen dieser Arbeit wurde fiir die Balkendiagramme der
Mittelwert + Standardabweichung und fiir die Box-Whisker-Plots der Median, 25-
und 75 %-Perzentil berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der
Software Graphpad Prism, wobei zur Ermittlung der statistischen Signifikanz
folgende Tests zum Einsatz kamen: Zunachst wurde jedes Datenset mittels des
D’Agostino-Pearson- und Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung untersucht. Da
diese nicht vorlag bzw. die StichprobengrofRe zu klein fiir die Beurteilung auf
Normalverteilung waren, wurden die metrischen und unabhangigen Stichproben

(Vergleich innerhalb eines Zeitpunktes) mittels des nichtparametrischen Kruskal-
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Wallis-Tests und multiplen Vergleichstests nach Dunn auf Signifikanz untersucht.

Der Vergleich von mehr als zwei abhangigen Stichproben (Vergleich innerhalb
einer Gruppe an verschiedenen Zeitpunkten) erfolgte die statistische
Untersuchung mit Hilfe des nichtparametrischen Friedman-Tests und multiplen

Vergleichstests nach Dunn.

Ein p-Wert < 0,05 entspricht einem signifikanten Ergebnis.
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IV.ERGEBNISSE

1. In vitro-Versuch

1.1. MTT-Assay
Abbildung 16 zeigt die Zellviabilitat der verschiedenen Versuchsgruppen an vier
aufeinander folgenden Zeitpunkten. Dabei erreichte die Kontrollgruppe
(unbehandelte K7M2-Zellen) zu allen Zeitpunkten die hochsten Werte (1 h: 0,080
+ 0,003, 7 h: 0,044 + 0,005, 24 h: 0,044 £ 0,005 und 48 h: 0,056 + 0,047). Die
Zellviabilitat der 0,5 mM- und 1 mM-Gruppe fiel mit fortschreitender Zeit massiv
ab. Zum Zeitpunkt 1 Stunde verfiigte die 0,5 mM-Gruppe Ulber die niedrigste
Zellviabilitat (0,074 + 0,008), gefolgt von der 1 mM-Gruppe (0,078 + 0,007). Es
bestanden keinerlei signifikante Differenzen. Nach 7 Stunden war eine
dosisabhangige Verteilung zu beobachten. Die niedrigsten Werte wies die 1 mM-
Gruppe auf (0,030 + 0,001), was einen signifikanten Unterschied im Vergleich mit
der Kontrollgruppe darstellt (p= 0,0339). Dies traf nicht auf die 0,5 mM-Gruppe zu
(0,038 £ 0,005). 24 Stunden nach aKA-Exposition setzte sich dieser Trend fort. Die
0,5 mM-Gruppe verfligte tiber minimal hohere Werte (0,002 + 0,003) als die 1 mM-
Gruppe (0,00 = 0,003). Es bestand weiterhin ein signifikanter Unterschied
zwischen Kontroll- und 1 mM-Gruppe (p= 0,0395). Nach 48 Stunden wiesen
sowohl 0,5 mM- (0,003 + 0,001), als auch 1 mM-Gruppe (0,005 + 0,002) sehr
niedrige Zellviabilitaten auf. Diese waren beide im Vergleich zur Kontrollgruppe

signifikant niedriger (p= 0,0027 bzw. p=0,0032).



Ergebnisse 92

0.15+
@@ Kontrolle
i 0 0.5mM aKA
8 0.104 3 1mM akKA
&
e * *
(]
(7]
2 0.05- ' r_l
0.00 ! L H L =
1h 7h 24h 48h

Abbildung 16: Ubersicht Zellviabilitits-Ergebnisse mittels MTT-Test nach 1, 7, 24 und 48 Stunden.
Als Kontrolle fungierten unbehandelte K7M2-Zellen. Die statistische Analyse erfolgte mittels
Kruskal-Wallis-Test kombiniert mit multiplen Vergleichstests nach Dunn. Signifikanzlevel
wurden wie folgt gekennzeichnet: p < 0,05 (*) und p < 0,01 (**). aKA= aromatisches
Kohlenwasserstoff-Amphiphil, mM= millimolar.

In Abbildung 17 werden die Zellviabilitatsergebnisse nach 3 und 7 Tagen im
Vergleich zu unbehandelten K7M2-Zellen (Positivkontrolle) und einer
Negativkontrolle (mit 0,5 % Triton behandelte K7M2-Zellen) verdeutlicht. Auch
hier konnte der schadigende Effekt des aKA auf die K7M2-Zellen deutlich gemacht
werden. An Tag 3 war ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle (0,032 +
0,003) und 1 mM-Gruppe (0,018 + 0,007) auszumachen (p= 0,0159). Die Triton-
Gruppe lag dazwischen (0,023 + 0,002). Zum Zeitpunkt 7 Tage wies die die 1 mM-
Gruppe deutlich geringere Werte (0,003 £ 0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe
auf (0,124 + 0,022). Die mit Triton behandelten Zellen wiesen eine Zellviabilitat
von (0,000 + 0,001) auf. Dies war signifikant weniger verglichen mit der

Kontrollgruppe (p=0,0013).
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Abbildung 17: MTT-Ergebnisse nach 3 und 7 Tagen. Mit 0,5 % Triton behandelte K7M2-Zellen
dienten als Negativkontrolle, unbehandelte K7M2-Zellen als Positivkontrolle. Die statistische
Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test kombiniert mit multiplen Vergleichstests nach
Dunn. Signifikanzlevel wurden wie folgt gekennzeichnet: p < 0,05 (*) und p < 0,01 (**). aKA=
aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil, mM= millimolar.
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1.2. DNA-Quantifizierungs-Assay PicoGreen
7 Tage nach Kontakt mit der 1 mM-Dosis aKA wiesen die behandelten K7M2-Zellen
signifikant niedrigere DNA-Konzentrationen (61,31 + 1,43 ng/ml) auf als die
unbehandelten K7M2-Zellen-Kontrolle (196,09 + 12,32 ng/ml) (p= 0,0055).

Abbildung 18 verdeutlicht diese Ergebnisse.
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Abbildung 18: Ergebnisse DNA-Quantifizierung von Kontrollgruppe (unbehandelte K7M2-Zellen)
und 1 mM-aKA-Gruppe nach 7 Tagen. Die statistische Analyse erfolgte mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test. Signifikanzlevel wurden wie folgt gekennzeichnet: p < 0,01 (**). aKA=
aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil, DNA= Desoxyribonuclein acid, mM= millimolar.

1.3. Mikroskopie

Die osteosarkomzellschadigende Wirkung war zusatzlich anhand der
mikroskopischen Bildgebung nachvollziehbar. Abbildung 19 verdeutlicht die
morphologischen Unterschiede zu den Zeitpunkten 48 Stunden und 7 Tage bei

Kontrolle und behandelten K7M2-Zellen.

In der Hellfeldmikroskopie zeigte die unbehandelte Kontrolle an beiden
Zeitpunkten eine normale spindelformige Morphologie der Zellen mit Zell-
Zellkontakten sowie eine deutliche Zellproliferation nach 7 Tagen. Die mit 2 mM
aKA behandelten Zellen erschienen bereits nach 48 Stunden rundlich und
apoptotisch (kleinere Zellen, dicht gepackter Zellkern oder in mehrere Teile
zerfallen, keinerlei Zell-Zellkontakt), was zum Zeitpunkt Tag 7 ebenfalls zu

beobachten war.

Der Vergleich von mit Calcein- und Pl-geférbten unbehandelten Kontrollzellen und
mit aKA behandelten Zellen bei Ansicht im Grin- und Rotfluoreszenzkanal

verdeutlichte die unterschiedlichen Viabilitdten. Der direkte Vergleich an Tag 7
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zeigte Uiberwiegend lebendige (griin fluoreszierende) Zellen bei der Kontrolle im
Gegensatz zu vorwiegend toten Zellen (rot fluoreszierend), die mit der 2 mM aKA-

Dosis behandelt worden waren.

Hellfeld Rot- und Griinfluoreszenzkanal

Kontrolle nach 48h Kontrolle nach 7d Kontrolle nach 7d

(Calcein-und PI- Farbung, Gberlagert)

¢ :. ° g'.': :‘. hORA
2% Pisret a5 oy
2mM nach 48h 2mM nach 7d 2mM nach 7d

(Calcein- und PI- Farbung, Uberlagert)

Abbildung 19: Ubersicht Mikroskopiebilder von Kontrolle (unbehandelte K7M2-Zellen) und 2
mM-Gruppe (K7M2-Zellen, die einer 2 mM Dosis aKA ausgesetzt waren) zu den Zeitpunkten 48
h und 7 Tage. Die vier linken Bilder wurden im Hellfeld bei 10-facher VergréBerung
mikroskopiert. Die zwei rechten Bilder nach Firbung mit Calcein und Pl bei 10-facher
VergroBerung im Rot- und Griinfluoreszenzkanal (anschlieBend liberlagert). aKA=aromatisches
Kohlenwasserstoff-Amphiphil, d= Tage, mM=millimolar, PI=Propidiumiodid.

1.4. Sauerstoffmessungen mit VisiSens

Wahrend der ersten 24 Stunden wies die 0,5 mM-Gruppe die geringsten
Sauerstoffwerte auf (18,53 £ 1,66 % O;). Die 1 mM-Gruppe verfigt liber eine etwas
hohere Oxygenierung (19,46 + 0,72 % 03). An der Spitze liegt die Kontrollgruppe
(unbehandelte K7M2-Zellen) (19,88 + 0,72 % 03). Innerhalb des zweiten Tages
scheint sich ein dosisabhdngiger Trend einzustellen: Die Kontrollgruppe weist nun
die geringsten Werte auf (18,40 + 0,92 % 03), die 0,5 mM-Gruppe liegt im
Mittelfeld (19,07 £ 1,72 % 0O;) und die 1 mM-Gruppe zeigt die hdchsten
Sauerstoffwerte (20,13 + 0,53 % 0,).
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Abbildung 20: Ergebnisse Sauerstoffmessungen mittels VisiSens-System innerhalb des ersten
Tages (24h) und zweiten Tages (48h) bei Kontrollgruppe (unbehandelte K7M2-Zellen), 0,5 mM-
Gruppe (K7M2-Zellen, die 0,5 mM aKA exponiert waren) und 1 mM-Gruppe (K7M2-Zellen, die
1mM aKA exponiert waren). Die Abbildung zeigt die Mittelwerte inklusive Standardabweichung.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Friedman-Test kombiniert mit multiplen Vergleichstests
nach Dunn. Es konnte keinerlei statistische Signifikanz ermittelt werden. aKA= aromatisches
Kohlenwasserstoff-Amphiphil, mM= millimolar.

1.5. Fazit
Analog zu den Versuchen von Pires et al. (Pires et al., 2015) konnte die

Wirksamkeit des aKA auf K7M2-Osteosarkomzellen mittels MTT, DNA-

Quantifizierung und Mikroskopie nachgewiesen werden.

Zusatzlich konnte mittels des VisiSens-Systems eine dosisabhangige Oxygenierung
48 Stunden nach aKA-Exposition gezeigt werden. Mit steigender Dosis sinkt die

metabolische Aktivitdt und weniger Sauerstoff kann metabolisiert werden.
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2. In vivo-Versuch

2.1, Allgemeiner Versuchsablauf

2.1.1.  Zustand Mause

Insgesamt verlief der Versuch reibungslos und ohne groRe Zwischenfille. Die
Mause waren lber die gesamte Versuchslaufzeit in einem guten Allgemeinzustand
ohne Lahmheiten oder Atemprobleme. Bei keiner Maus wurden die
Abbruchkriterien des Scoresheets erreicht. Initial kam es bei sechs Madusen zu
einer Luftembolie nach Injektion der Matrigel-Zellsuspension. Dies konnte nach
Optimierung der Injektionsmethode (beschrieben in Kapitel 2.2.6) bei den
folgenden Tieren jedoch umgangen werden. Drei Mause der 10 mM-Gruppe
entwickelten wahrend der 14-tagigen Behandlungsphase eine bilaterale

postaurikulare Alopezie ohne Pruritus (siehe Abbildung 21).

Abbildung 21: Bilaterale postaurikuldre Alopezie (*) bei einer Maus der 10 mM-aKA-Gruppe.
mM-= millimolar, aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil.

2.1.2. Gewichtsentwicklung

Das initiale Gewicht der 70 Mause an Tag 0 betrug 25,16 + 1,14 g und stieg auf
28,29 + 0,75 g an Tag 50. Die Standardabweichungen wurden aus
Ubersichtsgriinden nicht in die Abbildung 22 mit aufgenommen. Diese variierten
zwischen 0,105 g (£ 0,39 %) und 3,53 g (£ 3,53 %). Alle Mduse nahmen Uber die
Gesamtlaufzeit an Gewicht zu. Kurzzeitige und geringgradige Gewichtsabnahmen
konnten wahrend der 14-tdgigen Behandlungsphase beobachtet werden
(Abbildung 22). Dies ist wahrscheinlich auf die tagliche Isoflurananasthesie

zurickzufihren.
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Abbildung 22 : Gewichtsentwicklung aller Versuchsgruppen im zeitlichen Verlauf. Der Graph
zeigt die Mittelwerte der Versuchsgruppen. TZ = Tumorzellen, mM= millimolar.

Abbildung 23 stellt das Gewicht der fiinf Versuchsgruppen zu den fiinf Zeitpunkten
gegenlber, Tabelle 20 beinhaltet die Werte der deskriptiven Statistik. Die
Mausgruppe keine Tumorzellen (TZ) wies an den ersten drei Zeitpunkten das
geringste Gewicht auf. An Tag 35 traf dies auf die 10 mM-Gruppe zu, ebenso wie
an Tag 50. Die 1 mM-Gruppe wog zu Tag 0, Tag 20 und Tag 21 am meisten. An Tag
35 war dies bei der Vehikel-Gruppe und an Tag 50 ebenfalls bei der Vehikel-
Gruppe der Fall.

Signifikante Unterschiede fanden sich an Tag 0 zwischen der weniger wiegenden
keine Tumorzellen-Gruppe und 1 mM-Gruppe (p < 0,0001), sowie zwischen keine
Tumorzellen- und der mehr wiegenden 10 mM-Gruppe (p= 0,0014). Die 10 mM-
Gruppe wog auch im Vergleich zur nur Tumorzellen-Gruppe signifikant mehr (p=
0,029). Das Gewicht der Vehikel-Gruppe lag knapp hinter der 10 mM-Gruppe.

An Tag 20 wogen die Mause der keine Tumorzellengruppe signifikant weniger als
die der 1 mM- bzw. 10 mM-Gruppe (p= 0,0038 bzw. p=0,0031). Vehikel- und nur
Tumorzellen-Gruppe rangieren im Mittelfeld. Zum Zeitpunkt Tag 21 wogen die
Tiere der keine Tumorzellen-Gruppe immer noch signifikant weniger als diese der
1 mM-Gruppe (p= 0,0024) und der 10 mM-Gruppe (p= 0,0049). Vehikel- und nur
Tumorzellen-Gruppe liegen weiterhin in der Mitte. Am Tag 35 lagen keinerlei
signifikante Unterschiede vor. Auf die am wenigsten wiegende 10 mM-Gruppe
folgte die keine Tumorzellen-Gruppe, die nur Tumorzellen-Gruppe sowie die 1
mM-Gruppe.

Zum Versuchsende Tag 50 bestanden signifikante Unterschiede zwischen der

schwereren Vehikelgruppe und der 10 mM-Gruppe (p= 0,0044). Schwerer als die
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10 mM-Gruppe waren in aufsteigender Reihenfolge die 1 mM-Gruppe, die nur

Tumorzellen-Gruppe und die keine Tumorzellen-Gruppe.
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Abbildung 23 : Gewichte aller Versuchsgruppen zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Abbildung
zeigt die Maximal- und Minimalwerte, sowie 25 %-, 75 %-Perzentil und Medianwerte. Die
statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test kombiniert mit multiplen
Vergleichstests nach Dunn. Signifikanzlevel wurden wie folgt gekennzeichnet: p < 0,05 (*); p <
0,01 (**) und p < 0,0001 (****). TZ = Tumorzellen, mM= millimolar, aKA= aromatisches

Kohlenwasserstoff-Amphiphil.

Tabelle 20: Deskriptive Statistik der Gewichtsergebnisse

Vehikel Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 25,29¢ 24,53 g 25,40¢g

Tag 20 26,40 g 26,20 g 27,50¢g

Tag 21 26,50g 25,50¢g 27,30¢g

Tag 35 27,70 g 26,93 ¢g 28,30¢g

Tag 50 29,30 g 28,80 g 30,33 g

Keine Tumorzellen | Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 23,86 g 23,21¢g 24,38 g

Tag 20 25,10¢g 24,35g 26,13 g

Tag 21 25,10¢g 24,15¢g 25,65¢g

Tag 35 27,20¢g 26,40¢g 27,30¢g

Tag 50 28,20 g 27,40¢g 28,20 g

Nur Tumorzellen Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 25,00¢g 24,08 g 25,6 g

Tag 20 26,60 g 25,90¢g 27,30 g

Tag 21 26,90¢g 26,15g 27,50g

Tag 35 27,40¢g 27,08 g 28,40¢g

Tag 50 28,15¢g 27,83 g 29,85¢g

1mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 26,15¢g 25,48 g 27,23 g

Tag 20 27,40 g 26,65¢g 28,23 g

Tag 21 27,70 g 26,63 g 2845¢g

Tag 35 27,60g 27,13 g 28,03 g

Tag 50 28,10 g 27,48 g 28,63 g
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10mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil

Tag0 25,55¢ 24,80 g 26,43 g

Tag 20 27,40 g 27,00g 27,80 g

Tag 21 27,20 ¢ 26,85 g 28,20 g

Tag 35 26,90¢g 26,60g 27,70 g

Tag 50 27,50¢g 26,80 g 28,10¢g
2.1.3. Fazit

Es kann somit festgehalten werden, dass das Tumorwachstum bei keiner der
Gruppen zu einem ausgepragten Gewichtsverlust oder Beeintrachtigung des
Allgemeinbefindens geflihrt hat. Auch die keine Tumorzellen-Gruppe, der lGiber 14
Tage eine 10 mM-aKA-Dosis appliziert wurde, zeigte keinen Gewichtsverlust oder
Einschrankungen des Allgemeinbefindens lber die Versuchslaufzeit. Lediglich die
bilaterale postaurikuldare Alopezie ohne Pruritus bei drei Mausen der 10 mM-

Gruppe konnte als eventueller nicht-toxischer Nebeneffekt beobachtet werden.

2.1, MUCT-Bildgebung und -Analyse
Insgesamt verlief die uCT-Bildgebung Uber die gesamte Versuchslaufzeit ohne
groRere Probleme. Die Mause vertrugen die Isoflurannarkose sehr gut und
erwachten sehr schnell nach Expositionsende. Wahrend der taglichen Kurzzeit-
Isoflurananasthesie (Tag 20-35) kam es bei wenigen Mausen zu kurzzeitiger
Dyspnoe. Daraufhin wurde die Gasmaske sofort entfernt und die Tiere bis zur

vollstandigen Erholung auf einer Warmematte beobachtet.

Bei einer Maus der Vehikelgruppe war der Tumor bereits von aulien sehr gut

sichtbar (Abbildung 24).

Abbildung 24 : Von auBen sichtbarer Tumor an proximaler Tibia (mit rotem Kreis markiert).
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Abbildung 25 : Rontgenologische Dokumentation der Tumorprogression mittels uCT. Tumoren der proximalen Tibia sind mit rotem Kastchen markiert. Es wurde jeweils der
Scan einer reprdsentativen Maus pro Gruppe und Zeitpunkt ausgewahlt. TZ = Tumorzellen, mM= millimolar, aKA= aromatisches Kohlenwasserstoffamphiphil.
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Abbildung 25 zeigt eine Ubersicht der Tumorprogression bei allen fiinf
Versuchsgruppen zu allen Zeitpunkten. Die Bildausschnitte zeigen das Kniegelenk
inklusive distalem Femur und proximaler Tibia sowie proximaler Fibula. An Tag O
aller Gruppen und allen Zeitpunkten der keine Tumorzellen-Gruppe ist keinerlei
Tumorwachstum zu erkennen. Die Maus mit dem ausgepragtesten
Tumorwachstum gehorte der Vehikel-Gruppe an. Zwischen der nur Tumorzellen-,
1 mM- und 10 mM-Gruppe ist mit bloBem Auge kein merklicher Unterschied
auszumachen. Die typischen periostalen Knochenzubildungen sind durch rote

Kastchen markiert.

In Abbildung 26 ist analog zu Abbildung 27 eine Ubersicht der Lungen-uCT-Scans
bei allen funf Versuchsgruppen zu allen Zeitpunkten zu sehen. Es wurde jeweils
das kranio-kaudale Schnittbild mit der groRten Lungenanschnittflache gewahlt. Zu
keinem Zeitpunkt konnten anhand dieser uCT-Bilder Metastasen detektiert
werden. Die Pleura lag liberall der Thoraxwand an und wies keine Verdickungen
oder Flissigkeitsansammlungen auf. Es zeigte sich ein physiologisches
Lungenparenchym und die Lungen waren beidseits frei beliiftet. Die Bronchien

waren frei einsehbar.
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Abbildung 26 : Rontgenologische Dokumentation des pulmonalen Metastasierungsstatus mittels uCT. H markiert das Herz. Es wurde jeweils der Scan einer reprasentativen
Maus pro Gruppe und Zeitpunkt ausgewahlt. TZ = Tumorzellen, mM= millimolar, aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil.
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2.1.1. Gesamtgewebevolumen (TV)

Abbildung 27 zeigt eine Ubersicht des Gesamtgewebevolumens und Tabelle 21 die
zugehorige deskriptive Statistik. Die Werte des Tages 0 der Vehikel-Gruppe waren
signifikant hoher als die der nur Tumorzellen-Gruppe (p= 0,0047). Dies traf
ebenfalls auf den Vergleich zwischen Vehikel-Gruppe und 1 mM- (p=0,0035) bzw.
10 mM-Gruppe zu (p= 0,0002). Das Gesamtgewebevolumen der 10 mM-Gruppe
war zudem signifikant kleiner als jenes der keine Tumorzellen-Gruppe (p=0,0392).
An Tag 20 bestanden keine signifikanten Unterschiede mehr zwischen den finf
Gruppen. Die Vehikel-Gruppe zeigte die niedrigsten Werte. Darauf folgten
aufsteigend die keine Tumorzellen-Gruppe, die 10 mM-Gruppe und die nur
Tumorzellen-Gruppe. Das groRte Gesamtgewebevolumen fand sich bei der 1 mM-
Gruppe. Zum Zeitpunkt Tag 21 waren weiterhin keine signifikanten Differenzen im
Vergleich zu finden. Das niedrigste Gesamtgewebevolumen wies weiterhin die 10
mM-Gruppe auf. Darauf folgten in aufsteigender Reihenfolge die keine
Tumorzellen-Gruppe, nur Tumorzellen-Gruppe und Vehikel-Gruppe. Die 1 mM-
Gruppe erreichte auch zu diesem Zeitpunkt die hochsten Werte. Nach Ende der
14-tagigen Applikation an Tag 35 fiel auf, dass nun die nur Tumorzellen-Gruppe
das geringste Volumen aufwies. Die Gruppe ohne Tumorzellen, Vehikel-Gruppe
und 1 mM-Gruppe lagen relativ dicht beieinander. Das Gesamtgewebevolumen
der 10 mM-Gruppe war das zu diesem Zeitpunkt grofSte. Es bestanden keinerlei
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Dies war erst an Tag 50 beim
Vergleich von Vehikel- und keine Tumorzellen-Gruppe auf (p= 0,0099). Letztere
wies das geringste Gesamtgewebevolumen auf. Darauf folgten die nur

Tumorzellen-Gruppe, 1 mM-Gruppe und 10 mM-Gruppe.
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Abbildung 27: Ubersicht iiber das Gesamtgewebevolumen (TV) bei allen Gruppen zu fiinf
Zeitpunkten. Die Abbildung zeigt die die Maximal- und Minimalwerte, sowie 25 %-, 75 %-
Perzentil und Medianwerte. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test
kombiniert mit multiplen Vergleichstests nach Dunn. Signifikanzlevel wurden wie folgt
gekennzeichnet: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***). TZ = Tumorzellen, mM= millimolar,
aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil.

Tabelle 21: Deskriptive Statistik zu den Ergebnissen des Gesamtgewebevolumens

Vehikel Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 14,43 mm?® | 13,96 mm?3 15,17 mm?
Tag 20 14,72 mm?® | 14,19 mm?3 15,72 mm?
Tag21 14,92 mm?® | 14,36 mm?3 16,92 mm?
Tag 35 15,42 mm? 14,58 mm? 17,16 mm?
Tag 50 15,84 mm? 15,41 mm? 16,68 mm?
Keine Tumorzellen Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 13,91 mm?® | 13,35 mm?3 14,32 mm?
Tag 20 14,73 mm?® | 14,21 mm?3 15,28 mm?
Tag 21 14,73 mm?® | 14,21 mm?3 15,28 mm?
Tag 35 15,17 mm? 14,85 mm? 15,95 mm?
Tag 50 14,23 mm? 14,09 mm? 14,57 mm?
Nur Tumorzellen Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 13,11 mm?® | 12,59 mm?3 13,71 mm?
Tag 20 14,89 mm?® | 14,46 mm?3 15,44 mm?
Tag 21 14,92 mm® | 14,08 mm?3 15,80 mm?
Tag 35 15,15 mm? 13,91 mm? 15,71 mm?
Tag 50 14,98 mm? 14,25 mm? 16,12 mm?
1mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 13,30 mm® | 12,59 mm?3 13,70 mm?
Tag 20 15,46 mm® | 14,88 mm?3 16,64 mm?
Tag 21 15,31 mm?® | 14,64 mm?3 16,14 mm?
Tag 35 15,44 mm? 14,92 mm? 15,71 mm?
Tag 50 15,20 mm? 14,58 mm? 15,61 mm?
10mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 13,04 mm3® | 12,82 mm?3 13,24 mm?
Tag 20 14,83 mm3® | 13,53 mm?3 15,08 mm?
Tag 21 14,60 mm3® | 14,06 mm?3 14,92 mm?
Tag 35 16,28 mm? 15,65 mm? 17,17 mm?
Tag 50 15,63 mm? 15,07 mm? 15,96 mm?
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2.1.2.  Totales Knochenvolumen (BV)

Abbildung 28 veranschaulicht die ermittelten Knochenvolumenwerte und Tabelle
22 enthalt die zugehorige deskriptive Statistik. Zu Versuchsbeginn lagen die Werte
an Tag 0 dicht beieinander, es waren somit keinerlei signifikante Differenzen
vorhanden. Das geringste totale Knochenvolumen wies die 10 mM-Gruppe auf.
Darauf folgten in aufsteigender Reihenfolge die keine Tumorzellen-Gruppe, die
Vehikel-Gruppe sowie die nur Tumorzellen-Gruppe. Uber das groéRte totale
Knochenvolumen verfligte an diesem Zeitpunkt die 1 mM-Gruppe. Zum Zeitpunkt
Tag 20 bestanden weiterhin keinerlei signifikante Unterschiede. Das geringste
totale Knochenvolumen wies immer noch die 10 mM-Gruppe auf. Dicht darauf
folgte die keine Tumorzellen-Gruppe, die nur Tumorzellen- und die 1 mM-Gruppe.
Das grofite Knochenvolumen besall die Vehikel-Gruppe. An Tag 21 war das
geringste totale Knochenvolumen bei der nur Tumorzellen-Gruppe zu finden.
Etwas hohere Werte konnte die keine Tumorzellen-Gruppe vorweisen. Es folgten
die 10 mM-Gruppe und die 1 mM-Gruppe. Die Vehikel-Gruppe besald zu diesem
Zeitpunkt das groRte totale. Die Unterschiede waren wiederum nicht signifikant.
Nach Ende der Therapie an Tag 35 war das totale Knochenvolumen der keine
Tumorzellen-Gruppe signifikant geringer als das der 1 mM-Gruppe (p=0,0022) und
der 10 mM-Gruppe (p < 0,0001). AuRerdem wies die nur Tumorzellen-Gruppe
signifikant weniger Knochenvolumen auf als die 10 mM-Gruppe (p= 0,0134). Die
Vehikel-Gruppe verfligte Gber ein héheres totales Knochenvolumen als die keine
Tumorzellen-Gruppe und lag unter den Werten der restlichen Gruppen. An Tag 50
fanden sich keine signifikanten Unterschiede mehr, dennoch wies die keine
Tumorzellen-Gruppe weiterhin das geringste totale Knochenvolumen auf. Darauf
folgten aufsteigend die 10 mM-, die 1 mM-Gruppe sowie die nur Tumorzellen-

Gruppe. Das hochste totale Knochenvolumen fand sich bei der Vehikel-Gruppe.
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Abbildung 28: Das totale Knochenvolumen verglichen

Tag 0

Tag 20

Tag 21

Tag 35

innerhalb der

Tag 50

Gruppen an

unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Abbildung zeigt die Maximal- und Minimalwerte, sowie 25
%-, 75 %-Perzentil und Medianwerte. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test
kombiniert mit multiplen Vergleichstests nach Dunn. Signifikanzlevel wurden wie folgt
gekennzeichnet: p < 0,05 (*); p < 0,01 (**) und p < 0,0001 (****). TZ = Tumorzellen, mM=
millimolar, aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil.

Tabelle 22: Deskriptive Statistik der Ergebnisse zum totalen Knochenvolumen

Vehikel Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 6,27 mm?3 6,10 mm3 6,59 mm3
Tag 20 6,30 mm?3 5,02 mm3 6,70 mm3
Tag 21 6,32 mm?3 6,00 mm?3 6,32 mm?3
Tag 35 6,06 mm?3 5,91 mm?3 6,61 mm?3
Tag 50 6,02 mm?3 5,45 mm?3 6,62 mm?3
Keine Tumorzellen | Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag 0 6,23 mm?3 6,07 mm?3 6,39 mm?3
Tag 20 6,10 mm?3 5,90 mm3 6,16 mm3
Tag 21 6,09 mm?3 5,90 mm?3 6,17 mm?3
Tag 35 5,52 mm3 5,42 mm?3 5,66 mm?3
Tag 50 5,41 mm3 5,27 mm? 5,62 mm?3
Nur Tumorzellen Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag 0 6,31 mm?3 6,18 mm?3 6,60 mm?3
Tag 20 6,25 mm?3 6,02 mm?3 6,41 mm?3
Tag 21 6,07 mm3 5,95 mm3 6,52 mm?3
Tag 35 6,13 mm3 5,75 mm?3 6,31 mm?3
Tag 50 5,60 mm3 5,74 mm? 6,45 mm?3
1mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag 0 6,56 mm?3 6,08 mm3 6,67 mm3
Tag 20 6,30 mm?3 6,10 mm3 6,52 mm3
Tag 21 6,28 mm?3 6,09 mm?3 6,53 mm?3
Tag 35 6,55 mm3 6,30 mm? 6,84 mm?3
Tag 50 5,83 mm?3 5,66 mm?3 6,32 mm?3
10mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag 0 6,23 mm?3 6,16 mm3 6,38 mm3
Tag 20 5,98 mm? 5,76 mm3 6,38 mm3
Tag 21 6,20 mm?3 6,02 mm?3 6,39 mm?3
Tag 35 6,85 mm?3 6,66 mm?3 7,23 mm?3
Tag 50 5,82 mm3 5,65 mm? 6,25 mm?3
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2.1.3.  Verhiltnis Knochenvolumen zu Gesamtgewebevolumen (BV/TV %)

Abbildung 29 verdeutlicht die Ergebnisse zum Verhaltnis von Knochenvolumen zu
Gesamtgewebevolumen und Tabelle 23 zeigt die Werte der deskriptiven Statistik.
Die Werte der Vehikel-Gruppe an Tag 0 waren signifikant niedriger als diese der
nur Tumorzellen-Gruppe (p= 0,0124), der 1 mM-Gruppe (p= 0,0005) und der 10
mM-Gruppe. Die im Vergleich zur Vehikel-Gruppe hdoheren Werte der keine
Tumorzellen-Gruppe waren signifikant niedriger als diese der 1 mM-Gruppe (p=
0,0026). An Tag 20 fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Die niedrigsten Werte wies die 1 mM-Gruppe auf. Darauf folgte die
keine Tumorzellen-, die Vehikel-Gruppe sowie die nur 10 mM-Gruppe. Uber den
groBten Wert verflgte die nur Tumorzellen-Gruppe. Zum Zeitpunkt Tag 21
bestanden weiter keine signifikanten Unterschiede. Uber den geringsten
Prozentsatz verfligte die keine Tumorzellen-Gruppen. Es folgten die 1 mM-
Gruppe, die nur Tumorzellen-Gruppe und die Vehikel-Gruppe. Den gréRten Wert
wies die 10 mM-Gruppe auf. An Tag 35 verfligte die keine Tumorzellen-Gruppe
Uber einen signifikant niedrigeren Wert als die nur Tumorzellen- (p= 0,0446), die
1 mM-Gruppe (p= 0,0008) und 10 mM-Gruppe (p= 0,0002). Die Vehikel-Gruppe
besaB einen hoheren Wert als die keine Tumorzellen-Gruppe, sowie einen
geringeren Wert als die nur Tumorzellen-, 1 mM- und 10 mM-Gruppe. Zum
Zeitpunkt Tag 50 waren keine signifikanten Unterschiede mehr zu finden. Die
Vehikel-Gruppe verfiigte Giber den geringsten Wert, dicht gefolgt von der 10 mM-
Gruppe. Im Mittelfeld befinden sich die keine Tumorzellen- und 1 mM-Gruppe.

Den hochsten Wert besaR die nur Tumorzellen-Gruppe.
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Abbildung 29: Ubersicht iiber das Verhiltnis von Gesamtgewebevolumen zu Knochenvolumen
im Vergleich zwischen den verschiedenen Gruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die
Abbildung zeigt die Maximal- und Minimalwerte, sowie 25 %-, 75 %-Perzentil und Medianwerte.
Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test kombiniert mit multiplen
Vergleichstests nach Dunn. Signifikanzlevel wurden wie folgt gekennzeichnet: p < 0,05 (*); p <
0,01 (**) und p < 0,001 (***). BV= Bone volume, TV= tissue volume, TZ = Tumorzellen, mM=
millimolar, aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil.

Tabelle 23: Deskriptive Statistik zu Ergebnissen TV/BV %

Vehikel Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 43,87 % 40,97 % 46,08 %
Tag 20 41,70 % 39,65 % 43,10 %
Tag 21 42,12 % 39,98 % 44,91 %
Tag 35 39,82 % 37,57 % 40,53 %
Tag 50 36,67 % 34,72 % 40,93 %
Keine Tumorzellen | Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 45,17 % 43,75 % 46,47 %
Tag 20 40,86 % 39,93 % 41,69 %
Tag 21 40,86 % 39,93 % 41,69 %
Tag 35 35,64 % 34,44 % 38,50 %
Tag 50 37,64 % 37,13 % 38,69 %
Nur Tumorzellen Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 47,92 % 46,51 % 50,20 %
Tag 20 42,02 % 39,69 % 43,81 %
Tag 21 41,33 % 39,71 % 43,49 %
Tag 35 41,04 % 37,98 % 42,92 %
Tag 50 40,18 % 37,36 % 42,67 %
1mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 49,22 % 47,38 % 51,27 %
Tag 20 39,96 % 37,69 % 42,24 %
Tag 21 40,98 % 40,27 % 42,33 %
Tag 35 42,60 % 40,63 % 44,31 %
Tag 50 38,51 % 36,58 % 41,99 %
10mM akKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil
Tag0 47,92 % 47,17 % 49,27 %
Tag 20 41,75 % 39,99 % 42,84 %
Tag 21 43,20 % 41,01 % 44,00 %
Tag 35 41,48 % 40,28 % 44,78 %
Tag 50 36,72 % 35,51 % 41,54 %
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2.1.4. Knochenmineraldichte (BMD)

Abbildung 30 zeigt die Ubersicht der Knochenmineraldichte-Ergebnisse und
Tabelle 24 die zugehdrigen Werte der deskriptiven Statistik. Zu Beginn des
Versuchs an Tag 0 wies die 1 mM-Gruppe signifikant héhere Werte als die keine
Tumorzellen-Gruppe auf (p< 0,0001). Dies traf ebenfalls auf den Vergleich von 1
mM- und nur Tumorzellen-Gruppe. Ebenso verfiigte die 1 mM-Gruppe (iber eine
signifikant hohere Knochenmineraldichte als die Vehikel-Gruppe (p= 0,0003). Die
Vehikel-Gruppe wies zudem signifikant geringere Werte als die 10 mM-Gruppe auf
(p= 0,0108). Die keine Tumorzellen-Gruppe zeigte im Gesamtvergleich die
kleinsten Knochenmineraldichtewerte auf. Diese waren signifikant geringer als
diese der 10 mM-Gruppe (p= 0,0005). Zum Zeitpunkt Tag 20 konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Den niedrigsten Wert zeigt die 10
mM-Gruppe. Es folgen in aufsteigender Reihenfolge die nur Tumorzellen-Gruppe
und die 1 mM-Gruppe, sowie die Vehikel-Gruppe. Die groRte
Knochenmineraldichte findet sich bei der Gruppe ohne Tumorzellen. An Tag 21 ist
die Knochenmineraldichte bei der keine Tumorzellen-Gruppe signifikant hoher im
Vergleich zur nur Tumorzellen-Gruppe (p= 0,0399). Die 10 mM-Gruppe hatte
insgesamt an diesem Zeitpunkt den geringsten Wert. Es folgen mit aufsteigenden
Werten die nur Tumorzellen-Gruppe, die 1 mM-Gruppe und die Vehikel-Gruppe.
Nach Ende der Therapie an Tag 35 wies die keine Tumorzellen-Gruppe die kleinste
Knochenmineraldichte auf, die signikant geringer als die der 1 mM-Gruppe war
(p= 0,0006). Die BMD der keine Tumorzellen-Gruppe war zusatzlich signifikant
kleiner als jene der 10 mM-Gruppe (p= 0,0003). Die Vehikel-Gruppe besal’ groRere
Werte als die keine Tumorzellen-Gruppe und kleinere als die der restlichen
Gruppen. Am Versuchsende (Tag 50) ist die Knochenmineraldichte der Vehikel-
Gruppe signifikant niedriger als jene der 1 mM-Gruppe (p= 0,0434). Dies trifft
ebenso auf den Vergleich von Vehikel- und 10 mM-Gruppe zu (p= 0,0334). Die
Gruppe ohne Tumorzellen verfligt ebenfalls Uber eine signifikant kleinere
Knochenmineraldichte im Vergleich zur 1 mM- (p=0,0028) und 10 mM-Gruppe (p=
0,022). Die Knochenmineraldichte der nur Tumorzellen-Gruppe ist niedriger als die

der Vehikel- und keine Tumorzellen-Gruppe und hoher als die der aKA-Gruppen.
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Abbildung 30: Uberblick iiber Knochenmineraldichte der fiinf Versuchsgruppen zu verschiedenen
Zeitpunkten. Die Abbildung zeigt die Maximal- und Minimalwerte, sowie 25 %-, 75 %-Perzentil
und Medianwerte. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test kombiniert mit
multiplen Vergleichstests nach Dunn. Signifikanzlevel wurden wie folgt gekennzeichnet: p < 0,05

(*); p < 0,005 (**) und p < 0,001 (***). aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil, HA=
Hydroxyapatit, mM= millimolar, TZ = Tumorzellen.

Tabelle 24: Deskriptive Statistik der Knochenmineraldichte-Ergebnisse

Vehikel Median 25% Perzentil | 75% Perzentil

Tag0 0,24 g/cm3®HA | 0,23 g/cm3HA | 0,24 g/cm3 HA
Tag 20 0,27 g/cm3HA | 0,23 g/cm3HA | 0,37 g/cm3 HA
Tag 21 0,27 g/cm3HA | 0,24g/cm3HA | 0,37 g/cm3 HA
Tag 35 0,25 g/cm3HA | 0,23 g/cm3HA | 0,28 g/cm3 HA
Tag 50 0,24 g/cm3®HA | 0,20g/cm3HA | 0,29 g/cm3 HA
Keine Tumorzellen | Median 25% Perzentil | 75% Perzentil

Tag0 0,23 g/cm3*HA | 0,21 g/cm3HA | 0,24 g/cm3 HA
Tag 20 0,32 g/cm3HA | 0,28 g/cm3HA | 0,34 g/cm3 HA
Tag 21 0,32 g/cm3HA | 0,28 g/cm3HA | 0,33 g/cm3 HA
Tag 35 0,22 g/cm3HA | 0,20g/cm3HA | 0,24 g/cm3 HA
Tag 50 0,22 g/cm3®HA | 0,21 g/cm3HA | 0,25 g/cm3 HA
Nur Tumorzellen Median 25% Perzentil | 75% Perzentil

Tag0 0,26 g/cm3HA | 0,24g/cm3HA | 0,28 g/cm3 HA
Tag 20 0,26 g/cm3HA | 0,24g/cm3HA | 0,29 g/cm3 HA
Tag 21 0,27 g/cm3HA | 0,24g/cm3HA | 0,27 g/cm3 HA
Tag 35 0,27 g/cm3HA | 0,26 g/cm3HA | 0,30 g/cm3 HA
Tag 50 0,27 g/cm3®HA | 0,26 g/cm3HA | 0,28 g/cm3 HA
1mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil

Tag0 0,30 g/cm3®HA | 0,29 g/cm3HA | 0,32 g/cm3 HA
Tag 20 0,27 g/cm3HA | 0,25g/cm3HA | 0,29 g/cm3 HA
Tag 21 0,27 g/cm3*HA | 0,26 g/cm3HA | 0,29 g/cm3 HA
Tag 35 0,30 g/cm3®HA | 0,28 g/cm3HA | 0,32 g/cm3 HA
Tag 50 0,32 g/cm3®HA | 0,29 g/cm3HA | 0,33 g/cm3 HA
10mM aKA Median 25% Perzentil | 75% Perzentil

Tag 0 0,29 g/cm3 HA | 0,26 g/cm3HA | 0,30 g/cm3 HA
Tag 20 0,26 g/cm3HA | 0,25g/cm3HA | 0,28 g/cm3 HA
Tag 21 0,26 g/cm3HA | 0,24g/cm3HA | 0,28 g/cm3 HA
Tag 35 0,30 g/cm3®HA | 0,29g/cm3HA | 0,34 g/cm3 HA
Tag 50 0,17 g/cm3®HA | 0,29 g/cm3HA | 0,37 g/cm3 HA
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2.1.5. Fazit

Hinsichtlich der ersten Frage, ob signifikante Unterschiede beziiglich der
Tumorprogedienz zwischen behandelten und unbehandelten Tieren bestehen,
kann ganz klar mit Ja beantwortet werden. Das totale Knochenvolumen
unterschied sich signifikant zwischen behandelten (1 mM- bzw. 10 mM-Gruppe)
und unbehandelten (nur Tumorzellen-Gruppe) Tieren. Diese stellten sich an Tag
35 zundchst kontrar der Erwartung dar, da die unbehandelten Tiere ein signifikant
kleineres totales Knochenvolumen aufwiesen als die 10 mM aKA behandelte
Gruppe. Auch die mit der 1 mM Dosis behandelten Tiere zeigten zu diesem
Zeitpunkt ein hoheres totales Knochenvolumen, diese Differenz ist jedoch nicht
statistisch signifikant. Zum Endzeitpunkt Tag 50 stellte sich die Lage invers dar.
Nun zeigte sich ein dosisabhangiger, nicht signifikanter Effekt, sodass die
unbehandelte nur Tumorzellen-Gruppe das grofSte totale Knochenvolumen besaR,
wahrend das Knochenvolumen der 1 mM-Gruppe um 2,75% und das der 10 mM-
Gruppe um 2,88% kleiner war. Zudem lies sich ein dosisabhangiger Trend ebenfalls
bei der Knochenmineraldichte an Tag 35 beobachten. Hier wies die 1 mM-Gruppe
einen um 10,7% hoheren Wert und die 10 mM-Gruppe einen 11,5% hoheren Wert
auf. Der Unterschied zwischen unbehandelten und mit 10 mM aKA behandelten

Tieren war statistisch signifikant.

Die zweite Frage, ob die Behandlung mit dem aKA kurativ ist oder ob die
Tumoren nach Ende der Applikation wieder in verstirktem AusmaR
proliferieren, kann mit mit Nein beantwortet werden. Zum Zeitpunkt Tag O war
das totale Knochenvolumen der nur Tumorzellen-Gruppe um 4,1% kleiner als
jenes der ImM-Gruppe und um 1,2% groRer als das der 10 mM-Gruppe. 35 Tage
spater verzeichnete das totale Knochenvolumen der 1 mM-Gruppe ein Plus von
6,7% und die 10 mM-Gruppe einen 11,6%-igen Unterschied gegenlber der
unbehandelten Gruppe. Zum Versuchsende an Tag 50 betrug die Differenz
zwischen nur Tumorzellen-Gruppe und 1 mM-Gruppe -2,8% und zwischen nur
Tumorzellen-Gruppe und 10 mM-Gruppe -2,9%. Somit schienen an Tag 35 noch
reaktive Prozesse im Gange zu sein und die Wirkung des aKA setzte erst spater ein.
Die Tumoren proliferieren demnach nach Ende der Applikation nicht wieder in

verstarktem Ausmal3, das Gegenteil ist der Fall.
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2.2. Sauerstoffmessungen intratibial
Der Mittelwert aller gemessener Sauerstoffwerte in der gesunden Tibia

(unabhéangig von Gruppe und Zeitpunkt) betrug 1,24 + 1,31 %0, (n=38).

Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse der intratibialen Sauerstoffmessungen
vergleichend zwischen den Versuchsgruppen an Tag 50. Die keine Tumorzellen-
Gruppe wies die hochsten Sauerstoffwerte auf (Median: 2,15 %0>, 25% Perzentil:
0,56 %0,, 75% Perzentil: 3,29 %0,), gefolgt von der Vehikel-Gruppe (Median: 1,79
%0, 25% Perzentil: 0,64 %0, 75% Perzentil: 2,29 %0,), 10 mM-Gruppe (nur ein
Messwert von 0,99 %0;), 1 mM-Gruppe (Median: 0,70 %0;, 25% Perzentil: 0,04
%02, 75% Perzentil: 1,10 %03) und nur Tumorzellen-Gruppe (Median: 0,25 %0,,
25% Perzentil: 0,19 %0,, 75% Perzentil: 0,94 %0;). Es bestanden keinerlei

signifikante Unterschiede.

n.s.
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Abbildung 31 : Intratibiale Sauerstoffwerte aufgesplittet nach Versuchsgruppen an Tag 50. Die
Abbildung zeigt die die Maximal- und Minimalwerte, sowie 25%-, 75%-Perzentil und
Medianwerte. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test kombiniert mit
multiplen Vergleichstests nach Dunn. TZ = Tumorzellen, mM= millimolar, aKA= aromatisches
Kohlenwasserstoff-Amphiphil. Es konnte keinerlei statistische Signifikanz nachgewiesen werden
(n.s. = nicht signifikant).

2.2.1. Fazit
Die intraossedren Sauerstoffwerte bewegten sich im niedrigen einstelligen
Bereich. Das aKA verursachte in diesem Versuchsaufbau keine signifkanten Effekte

auf die intratibiale Oxygenierung des kontralateralen, gesunden Beines.
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2.3. Luminex MagPix
Zunéchst sei erwahnt, dass manche Proben (n=164 von gesamt 252) aufgrund zu
geringer Plasmavolumina (<15pul) nicht untersucht werden konnten. Daher
wurden die Tag 0-Werte aller finf Gruppen gemittelt. Zu den Zeitpunkten Tag 20
und 21 waren mit Ausnahme der nur Tumorzellen-Gruppe pro Gruppe maximal 2
Plasmaproben (Histologietiere) verfiigbar. Dies steht ihm Zusammenhang mit der
Belastung durch die tagliche Isofluran-Exposition im Rahmen der 14-tdgigen
Behandlung. Die weiter lebenden Tiere sollten nicht noch zusatzlich durch eine
Blutentnahme belastet werden. Aus diesem Grund war zu diesen Zeitpunkten (Tag

0, 20 und 21) keine statistische Analyse moglich.

Die Konzentrationen der Analyten IL-6 und TNF-a lagen in den untersuchten

murinen Plasmaproben unter der Nachweisgrenze von < 23,7 pg/ml bzw. < 3,54

pg/ml.

Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse der VEGF-Konzentration im murinen Plasma und
Tabelle 25 die zugehorige deskriptive Statistik. Der Mittelwert aller VEGF-
Plasmaproben an Tag 0 lag bei 2,67 + 0,55 pg/ml. An Tag 20 wies die Vehikel-
Gruppe das geringste totale Gewebevolumen auf. Es folgten in aufsteigender
Reihenfolge die keine Tumorzellen-Gruppe und die 10 mM-Gruppe. Uber das
groflte Gewebevolumen verfiigte die 1 mM-Gruppe. Einen Tag nach Beginn der
Behandlung (Tag 21) hatte die Vehikel-Gruppe zusammen mit der nur
Tumorzellen-Gruppe den geringsten VEGF-Plasmawert. Etwas hohere Ergebnisse
erzielten die 1 mM-Gruppe sowie die 10 mM-Gruppe. An der Spitze lag die keine
Tumorzellen-Gruppe mit deutlichem Abstand. Nach Beenden der Therapie (Tag
35) wies die keine Tumorzellen-Gruppe signifikant kleinere Werte als die 10 mM-
Gruppe auf (p=0,0166). Die Vehikel-Gruppe verfiigte Gber hohere Werte als die
keine Tumorzellengruppe und niedrigere im Vergleich zur nur Tumorzellen- und 1
mM-Gruppe. Es ist somit ein dosisabhangiger Effekt zu erkennen: Die Werte
nehmen von der unbehandelten Kontrolle (nur Tumorzellen) zur 1 mM- und 10
mM-Dosis relativ gleichmaRig zu. An Tag 50 bestanden keinerlei signifikante
Unterschiede mehr. Die VEGF-Plasmawerte der keine Tumorzellen-Gruppe waren
am niedrigsten. Darauf folgten die nur Tumorzellen- und Vehikel-Gruppe. Die aKA-

Gruppen wiesen die héchsten Werte auf, dabei lag die 10 mM-Gruppe hinter der
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1 mM-Gruppe. Der dosisabhdngige Trend ist nicht mehr zu erkennen.
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Abbildung 32 : Ubersicht VEGF-Konzentration in Plasmaproben zu allen fiinf Zeitpunkten. Die
Abbildung zeigt die Mittelwerte inklusive Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte
mittels Kruskal-Wallis-Test kombiniert mit multiplen Vergleichstests nach Dunn. Signifikanzlevel
wurden wie folgt gekennzeichnet: p < 0,05 (*). TZ = Tumorzellen, mM= millimolar, aKA=
aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil, VEGF= vascular endothelial growth factor.

Tabelle 25: Deskriptive Statistik der VEGF-Werte

Vehikel Mittelwert Standardabweichung
Tag 20 3,23 pg/ml +0,64 pg/ml

Tag 21 3,32 pg/ml +0 pg/ml

Tag 35 3,86 pg/ml +2,24 pg/ml

Tag 50 4,99 pg/ml +1,77 pg/ml

Keine Tumorzellen | Mittelwert Standardabweichung
Tag 20 5,87 pg/ml +0,34 pg/ml

Tag 21 7,29 pg/ml +0,33 pg/ml

Tag 35 3,21 pg/ml +0,40 pg/ml

Tag 50 3,73 pg/ml +1,24 pg/ml

Nur Tumorzellen Mittelwert Standardabweichung
Tag 20 3,14 pg/ml +0,28 pg/ml

Tag 21 3,32 pg/ml +0 pg/ml

Tag 35 3,91 pg/ml +1,61 pg/ml

Tag 50 4,39 pg/ml +1,88 pg/ml

1mM aKA Mittelwert Standardabweichung
Tag 20 4,43 pg/ml +1,96 pg/ml

Tag 21 4,44 pg/ml +0,34 pg/ml

Tag 35 4,59 pg/ml +1,11 pg/ml

Tag 50 5,25 pg/ml +0,85 pg/ml

10mM akA Mittelwert Standardabweichung
Tag 20 4,67 pg/ml +0 pg/ml

Tag 21 5,15 pg/ml +0 pg/ml

Tag 35 5,27 pg/ml +0,47 pg/ml

Tag 50 4,95 pg/ml +0,71 pg/ml
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2.3.1. Fazit

Da bei keiner der untersuchten Plasmaproben IL-6 und TNF-a nachweisbar war,
lag somit bei keiner der untersuchten Mause der Hinweis auf eine systemische
inflammatorische Reaktion vor. Die VEGF-Konzentration stieg insgesamt bei allen
Gruppen, denen Tumorzellen implantiert wurden. An Tag 35 lies sich wie bereits
beim totalen Knochenvolumen und der Knochenmineraldichte ein signifikanter
dosisabhangiger Effekt beobachten. Die VEGF-Plasmakonzentration der 1 mM-
Gruppe Uberstieg jene der nur Tumorzellen-Gruppe um 17,4%, die Konzentration

der 10 mM-Gruppe war sogar um 34,7% hoher.

2.4. Histologie

24.1. Knochenhistologie

Abbildung 33 veranschaulicht beispielhafte histologische Schnitte der proximalen
Tibiaregion jeweils in H.E.- und Masson-Goldner-Trichrom-Farbung. Die oberste
Reihe zeigt den physiologischen Zustand von Knochen- und Knorpelgewebe. In
Reihe 2, 3 und 4 ist das infiltrative Wachstum und die typische Gewebeformation

des Osteosarkoms (trabekuldre Knochenstruktur) gut zu erkennen.
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Abbildung 33: Ubersicht beispielhafter histologischer Schnitte der proximalen Tibia in H.E.-
Farbung (linke Seite) und Masson-Goldner-Trichrom-Firbung (rechte Seite). Die oberste Reihe
stellt den physiologischen Zustand dar, wahrend die restlichen Reihen Tibiae mit Osteosarkom
(#) zeigen. aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil, TZ= Tumorzellen, mM= millimolar.
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Abbildung 34 zeigt beispielhafte histologische Schnitte (H.E.-Férbung) der
Osteosarkome in hoherer VergroRerung. Zu beobachten ist die geringe
Differenzierung des Gewebes, die pleomorphen Zellen und die typischen
Osteoidbdlkchen bei allen tumorzellimplantierten Gruppen. Das gesunde
periphere Gewebe wurde invasiv durchwachsen. Auffallend ist eine Vielzahl von
Knorpelzellen, die in Osteoid eingebettet sind. Der Tumor besteht aus zwei
Komponenten: Chondro- und Osteosarkom. In der Nomenklatur wird jedoch nach

dem malignerem Anteil benannt, es handelt sich somit um Osteosarkome.

Die unbehandelte nur Tumorzellen-Gruppe (Abbildung 34, A) zeigt histologisch
eine deutliche Gewebedeformation mit vereinzelten Spindelzellformationen, in

Osteoid eingelagerte Chondrozyten sowie hyalines, eosinophiles Material.

Bei der Vehikel-Gruppe (Abbildung 34, B) lassen sich ebenfalls die in Osteoid
eingelagerte Knorpelzellen beobachten sowie mit Knochenmark gefillte

Hohlraume.

Die Tumoren der mit 1 mM aKA behandelte Gruppe (Abbildung 34, C) zeigen in
der histologischen Auswertung verkalktes Osteoid mit eingelagerten
Knorpelzellen, sowie nekrotische Anteile liber das gesamte Tumorgewebe verteilt.

Zudem lasst sich eine Proliferation der Synovialmembran beobachten.

Die histologische Befundung der mit 10 mM aKA behandelten Gruppe (Abbildung
34, D) zeigt im Vergleich zur 1 mM aKA-Gruppe grolflachigere nekrotische Anteile,
die zusatzlich eingewanderte neutrophile Granulozyten aufweisen. Diese finden
sich ebenfalls in der umgebenden Muskulatur und zeigt somit ein begleitendes
entziindliches Geschehen. Zudem weist diese Gruppe periostale Reaktionen und

zugebildete Spindelzellen unterhalb der Patellarsehne auf.
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Abbildung 34: VergroBerungen der Osteosarkome (H.-E.-Fdrbung) bei unbehandelter (nur
Tumorzellen-) (A), Vehikel- (B), mit 1 mM aKA-behandelter Gruppe (C) und mit 10 mM aKA-
behandelter Gruppe (D) zum Zeitpunkt Tag 50. H= mit Knochenmark gefiillter Hohlraum, K=Kalk,
+ = neutrophile Granulozyten, t= Nekrose, in Osteoid eingebettete Chondrozyten sind mit einem
Pfeil markiert. aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil, mM= millimolar, TZ=
Tumorzellen.
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2.4.2. Lungenhistologie

5 TR

Abbildung 35: Ubersicht reprisentativer histologischer Schnitte der Lunge in H.E.-Firbung. Das
obere Bild zeigt die Lunge einer Maus, der keine Tumorzellen implantiert wurden. Alveolen (*),
Bronchiolus (0). In Reihe 2 und 3 sind Lungen der restlichen vier Gruppen zum Zeitpunkt Tag 50
zu sehen. aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil, mM= Millimolar, TZ= Tumorzellen.

In Abbildung 35 sind reprasentative histologische Schnitte der Lunge als Ubersicht
zusammengefasst. Es zeigte sich bei allen Mausen ein physiologisches
Lungengewebe ohne Hinweis auf Toxizitdt oder Metastasen des Osteosarkom:s.

Leber- und Nierenhistologie
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Abbildung 36: Ubersicht reprisentativer histologischer Schnitte der Leber in H.E.-Firbung. Die
obere Reihe zeigt die Leber einer Maus, der keine Tumorzellen implantiert wurden. Das linke
Bild zeigt die Ubersicht und das rechte eine Nahaufnahme mit Leberparenchym (~) und BlutgefiR
(+), sowie fokaler mononuklearer Infiltration (Pfeil). In Reihe 2 und 3 sind Lebern der restlichen
vier Gruppen zum Zeitpunkt Tag 50 zu sehen. aKA=aromatisches Kohlenwasserstoff-Amphiphil,
mM-= Millimolar, TZ= Tumorzellen.

Bei Sichtung der histologischen Leberschnitte aller Versuchsgruppen konnten
neben der sporadischen minimalen mononukledren Infiltration keinerlei
Auffalligkeiten beobachtet werden. In den Substanzgruppen konnten ebenfalls
keine Hinweise auf eine toxische Wirkung des aKA festgestellt werden. Abbildung

36 zeigt eine Ubersicht der Leberschnitte in H.E.-Farbung.
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Das Gleiche trifft auf die Nierenschnitte zu. Es finden sich lediglich eine fokale bis
multifokale mononukleére Infiltration von geringgradiger Auspragung. Abbildung
37 veranschaulicht den Zustand ohne Tumorzellimplantation und aKA-
Applikation. Eine Ubersicht tber die restlichen vier Versuchsgruppen an Tag 50

gibt Abbildung 38.

Abbildung 37: Ubersicht reprasentativer histologischer Schnitte der Niere von M&usen, denen
keine Tumorzellen implantiert wurden in H.E.- (links) und PAS-Farbung (rechts) an Tag 20. Die
obere Reihe zeigt Ubersichtsbilder und die untere Reihe Nahaufnahmen mit Glomerulum (Kreis)
und Tubuli (Pfeil). mM= millimolar, TZ= Tumorzellen.
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Abbildung 38: Ubersicht reprisentativer histologischer Schnitte der Niere in H.E.- (links) und PAS-
Farbung (rechts) der nur Tumorzellen-, Vehikel-, 1 mM- und 10 mM-Gruppe zum Zeitpunkt Tag
50 zu sehen. Kreis= Glomerulum und Pfeil= Tubuli. aKA= aromatisches Kohlenwasserstoff-
Amphiphil, mM= Millimolar, TZ= Tumorzellen.
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2.4.3. Fazit

Die Knochenhistologie zeigte die flir Osteosarkome typische Osteoidbildung,
Spindelzellformationen sowie auffallend viele in Osteoid eingebettete
Knorpelzellen. Zudem lie8 sich das infiltrative und expansive Wachstum der
Osteosarkome nachweisen. Zwischen den Gruppen, denen Tumorzellen
implantiert wurden, fanden sich qualitative Unterschiede. Diese bestanden
hauptsachlich in den nekrotischen und verkalkten Arealen, die mit steigender

Dosis bei den mit aKA-behandelten Gruppen vermehrt auftraten.

Alle vorgelegten Lungenschnitte waren ohne besondere Befunde und frei von
Tumor und Metastasen. Auch bei Begutachtung der Leber- und Nierenproben
fanden sich keine Hinweise auf aKA -relevante Toxizitat Ebenfalls wurden weder

Tumor noch Metastasen in den vorgelegten Proben festgestellt.

Hinsichtlich der dritten Frage, ob sich sich bei der Applikation des aKA mit und
ohne Tumorzellimplantation Nebeneffekte toxischer und nicht-toxischer Art
ergeben, kann gesagt werden, dass die subkutane Applikation des aKA keine
nennenswerten pathologischen Veranderungen in der histologischen
Untersuchung von Knochen, Leber, Lunge und Niere zeigte. Zudem lieferte die
Evaluation der Analyten IL-6, TNF a und VEGF in den Plasmablutproben keinen
Hinweis auf ein systemisches inflammatorisches Geschehen. Tumorzelltragende
Gruppen, die mit aKA behandelt wurden, wiesen insbesondere in der hohen

Dosierung (10 mM) nekrotische und verkalkte Knochengewebsanteile auf.
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V. DISKUSSION

Trotz neoadjuvanter Chemotherapie in Kombination mit einer im Idealfall
Tumorresektion in toto stagnieren die Uberlebenszeiten der zumeist noch jungen
Osteosarkompatienten seit Jahren (Gebert et al.,, 2002; Zhi et al., 2018). Ein
ahnliches Bild ergibt sich bei der Spezies Hund, hier schlieRt die therapeutische
Intervention zumeist noch die Amputation der betroffenen GliedmaRe ein.
Zusatzlich geht das kanine Osteosarkom mit einer hoheren Aggressivitat einher
(Gorman et al., 2006; Morello et al., 2011). Daher herrscht ein dringlicher Bedarf
an innovativen diagnostischen und therapeutischen Ansatzpunkten zur

Entwicklung neuer Behandlungsstrategien.

Einen solchen Ansatzpunkt stellt die zielgerichtete Bekdampfung der malignen
Osteosarkomzellen unter gleichzeitiger Schonung des gesunden umgebenden
Gewebes dar. Unverzichtbar bei der Entwicklung eines innovativen
Therapieverfahrens ist ein passendes praklinisches Tiermodell, um erste in vivo-
Daten erheben zu kénnen. Anhand dieser Daten kann dann eine Aussage liber die
Wirksamkeit des Therapieverfahrens und die Eignung des praklinischen

Tiermodells getroffen werden.

Darauf aufbauend bestand das Ziel dieser Studie in der Erhebung primarer Daten
beziiglich des Einflusses des aKA auf Tumorzellmetabolismus, Tumorprogression,
Metastasierung und mogliche Nebeneffekte im murinen Modell. Initial wurde
unter standardisierten Zellkulturbedingungen die Auswirkung des aKA auf die
metabolische Aktivitat der K7M2-Osteosarkomzellen untersucht. Dies diente der
Entwicklung einer passenden Kombination von Tumorzellen und therapeutischem
Agens fir die nachfolgenden in vivo-Versuche. Dabei erfolgte dann die
Implantation der K7M2-Zellen in die proximale Tibia von C57BL/6J-Mausen. Der
Einfluss unterschiedlicher Dosen des aKA wurde nach 20, 21, 35 und 50 Tagen
mittels uCT, Multiplex-ELISA der Plasmaproben und Histologie evaluiert. Zusatzlich

konnten intraosseare Sauerstoffdaten erhoben werden.

Auf lange Sicht besteht das Ziel dieser Forschung in der Verbesserung der

Diagnose, Therapieeffektivitat, Uberlebenszeiten, Lebensqualitit und Schonung
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des gesunden Gewebes bei Mensch und Hund. Dies ist aus heutiger Sicht, wie
bereits erwdhnt, leider noch nicht gelungen. Eine der ganz groRen Schwierigkeiten
besteht in der Heterogenitdt der Klinik und des Verlaufs von neoplastischen
Erkrankungen selbst innerhalb einer Spezies, ganz besonders des Osteosarkoms
bei Hund und Mensch. Es gilt also Strategien aufzuzeigen, die all diese
Anforderungen erfiillen und die nachste Stufe der tumorzellspezifischen Therapie

ermoglichen.

1. Beurteilung des praklinischen Tiermodells

Fir diese Studie wurde die Maus als Versuchstier gewahlt, da sie ein absolut
etabliertes Tiermodell in der Osteosarkomforschung darstellt und somit die
Ergebnisvergleichbarkeit gegeben ist. Laut Guijarro und Ghivizzani et al. gehort zu
den meistverwendeten Tiermodellen neben der Maus auch die Ratte (Guijarro et
al., 2014). Das prinzipiell ebenfalls in Frage kommende Kaninchen war damit flr
unseren Versuch ungeeignet, da erst ein neues Modell etabliert werden musste,
die Ergebnisse somit nicht mit entsprechenden vorangegangenen Publikationen
vergleichbar waren und dies nicht im Sinne der 3R ware. In Bezug auf Ratten
bestand das Problem darin, dass aktuelle Osteosarkommodelle auf
strahlungsinduzierten Tumoren basieren (Botter et al., 2014). Bei Mausen
hingegen griinden die Modelle auf spontan auftretenden Osteosarkomen, was
dem Grofteil der Krankheitsbilder bei Mensch und Hund entspricht und somit in
Hinblick auf eventuellen klinischen Studien die bessere Ausgangslage bot. Zudem
sind die genetischen Eigenschaften der aus dem spontan aufgetretenen Tumor
isolierten Osteosarkomzelllinie K7M2 denen der humanen Neoplasie sehr dhnlich
(z.b. durch die Expression von Integrin 4, Ezrin, Clusterin, Decorin und
Ceruloplasmin). In Kombination mit der verwandten Osteosarkom-Zelllinie K12
konnte zur weiteren Verbesserung im Rahmen zukiinftiger Versuche sogar die
heterogene Aggressivitdt des humanen Osteosarkoms abbildet werden (Ek et al.,
2006). Trotzdem all dieser Vorteile ist die klinische Ubertragbarkeit begrenzt, diese
muss dann in einem nichsten Schritt mittels eines Kleintiermodells, wie
beispielsweise dem Hund, verbessert werden. Dies ist insbesondere aufgrund der
vielen genetischen Parallelen zwischen kaninen und humanen Osteosarkomen

dulRerst attraktiv (Paoloni et al., 2009). Das kanine Modell schied im Rahmen einer
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ersten in vivo-Anwendung aus ethischen und finanziellen Griinden aus.

Die verwendete C57BL/6J-Maus ist der weltweit meist verwendete Inzuchtstamm
und war der erste Stamm, dessen Genom sequenziert wurde. Dieser
immunkompetente Mausstamm gilt allgemein als variabel einsetzbar und wird
gerne u.a. fur Sicherheits- und Effizienzversuche herangezogen. C57BL/6 Mause
sind langlebig und wenig anfillig fir spontan auftretende Tumoren, was im
Zusammenhang der onkologischen Forschung von Bedeutung ist. In der Zucht sind
die Mause gesund und fertil und zeigen keinen pathologischen Phanotyp
(Laboratory, 2017). Im Rahmen dieser Studie fiel die Wahl aufgrund der
bendtigten Immunkompetenz, Robustheit, des etablierten Modells und
Kostenglinstigkeit auf diesen Mausstamm. Fiir den Versuch wurden mannliche
Mause verwendet, da diese keinen zyklischen Schwankungen unterliegen und
schneller an Gewicht zunehmen. Die mannliche Rivalitat kann zu Rangkdampfen in
der Kéafighaltung fihren, diese Probleme traten im Rahmen dieser Arbeit aber nur

in nicht nennenswertem Ausmaf auf.

Um dem natirlichen Entstehungsort moglichst realistisch zu imitieren,
entschieden wir uns fiir die etablierte orthotope Tumorzellimplantation in die
proximale Tibia (Khanna et al., 2000; Khanna et al., 2001; Park et al., 2010; Mu et
al.,, 2016). Diese Voraussetzung erfillen die anderen Moglichkeiten der
subkutanen und intravendsen Injektion nicht. Es liegt nahe, dass sich Tumorzellen
vollig anders verhalten, wenn sie sich nicht in ihrer eigentlichen Zellumgebung
befinden. Zudem ist bekannt, dass bei der etablierten Schwanzveneninjektion eine
erhohte Gefahr der Schwanznekrose nach paravendser Injektion besteht (siehe
Empfehlung zur Substanzapplikation bei Versuchstieren - GV Solas). Dies hatte
grofSe Probleme hinsichtlich der Untersuchung auf Nebeneffekte des aKA bereitet
und sogar zum Ausscheiden der Maus aus dem Versuch fiihren kénnen. Mit
entsprechender Ubung war die intratibiale Injektionsmethode gut durchfiihrbar,
entscheidend ist dabei die maximale Beugung des Kniegelenkes und das Ertasten
der Tibiatuberositas vor Penetration des Knochens. Hilfreich war ein vorheriges
Befeuchten der Implantationsstelle mit Ethanol zur besseren Sicht. Zuséatzliche
Hilfestellung gab die Positionskontrolle mittels uCT-Scoutscan. Diese Verifikation

des Kanilensitzes ist jedoch mit einem Ablegen der Kaniile und angesteckter
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Spritze verbunden, womit eine Positionsdnderung oder gar die Explantation der

Kantle provoziert werden kann.

Die Wahl der Zeitpunkte basiert auf Erfahrungswerten anderer Forscher (Sabile et
al., 2012). Drei Wochen nach Tumorzellimplantation kann die Neoplasie zumeist
makroskopisch visualisiert werden (Sabile et al., 2012). Er wurde zudem gewahlt,
da das Tumorwachstum zu diesem Zeitpunkt in der Literatur bei einem Grofteil
der Tiere nachweisbar war (Broadhead et al., 2011; Broadhead et al., 2012;
Broadhead et al.,, 2015). Daher wurde der Behandlungsbeginn nach 20 Tagen
angesetzt. Einen Tag spater (Tag 21) diente der kurzfristigen Evaluation der zu
untersuchenden Fragestellungen, wahrend an Tag 35 langfristige Unterschiede
untersucht wurden. Die 14-tdgige Behandlungsphase orientierte sich an den
Versuchen von Mu et al. (Mu et al., 2016). Aus dieser Arbeit stammt ebenfalls die
Angabe, dass ab 6-7 Wochen (42-49 Tage) der Tumor im Durchschnitt eine GroRRe
von ca. 1 cm aufweist (Mu, Agarwal et al. 2016). Da das Abbruchkriterium laut GV-
Solas ,,Kriterien zur vorzeitigen Tétung von tumortragenden Mausen und Ratten*
bei 1,5 cm liegt, wurde eine Versuchslange von 50 Tagen gewadhlt, um die
Beendigung des Versuches ohne Erreichen der Abbruchkriterien gewahrleisten zu
kénnen. In diesen zeitlichen Rahmen passte auch die Metastasierung nach 5

Wochen (Shi et al., 2016).

Bei Implantation der Tumorzellen wurden in Anlehnung an die Literatur insgesamt
20 pl (80% Matrigel mit 1x10° Zellen/ml) injiziert (Dass et al., 2006). Es wurde dabei
initial eine 30 G Nadel verwendet, diese erwies sich jedoch im Rahmen der
Methodenetablierung als zu grof3, es hatte eine erhéhte Gefahr der Frakturierung
des Knochens bestanden. Somit wurde im weiteren Versuchsverlauf eine Nadel

der GrofRe 27 G verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten weder rontgenologisch noch histologisch
Metastasen beobachtet werden. Zudem traf die Aussage nicht zu, dass bei einem
Grolteil der Mause an Tag 20 Tumoren makroskopisch detektiert werden
konnten. Auch bei den Tieren mit bereits nachgewiesener Neoplasie wies die
TumorgrolRe eine sehr heterogene Verteilung auf. Eine TumorgréRe von 1 cm
wurde zudem im gesamten Versuchszeitraum bei keiner Maus erreicht. Diese

Unterschiede im Verlauf sind vermutlich auf die Injektionsmethode in
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Kombination mit Matrigel und einer dadurch moglichen inhomogenen Mischung
bzw. ungleichmaligen Verteilung der Tumorzellen auf die einzelnen Spritzen
zuriickzufiihren. Hier muss definitiv ein optimierter Mischvorgang der Zellen und
Matrigel ohne zu viel Blasenbildung etabliert werden oder aber Uber eine
Implantation ohne Matrigel nachgedacht werden. Ein weiteres Problem mit dem
Matrigel stellen die bereits erwahnten Luftembolien dar. Diese traten
ummittelbar nach intratibialer Injektion der Tumorzell-Matrigel-Mischung auf.
Ausléser daflir war zum Einen das Totvolumen der implantierten Kaniile sowie
kleine Blaschen, die beim Resuspendieren von 80% Matrigel und Tumorzellen
trotz groBter Sorgfalt generiert wurden. Nach Optimierung des Prozesses, bei dem
die Kaniile vor Implantation mit sterilem PBS gesplilt wurde, konnten die weiteren

Injektionen problemlos durchgefiihrt werden.

Broadhead et al. konnten erfolgreiche intratibiale Tumorzellimplantationen
(andere Zelltypen OPGR80 oder Sa0S2) mit Matrigel durchfiihren, beschrieben
jedoch ebenfalls ein inhomogenes Tumorwachstum; bei 6 Mausen wuchs gar kein
Tumor (Broadhead et al., 2011; Broadhead et al., 2012; Broadhead et al., 2015).
Khanna et al., die die Zelllinie etablierten, verwendeten bei der Implantation kein
Matrigel sowie hohere Zellzahlen und berichten von auBergewdhnlicher
Aggressivitat und zigigem Tumorwachstum (Khanna et al., 2000; Khanna et al.,
2001; Khanna et al., 2004). Somit scheint das Matrigel durchaus einen Einfluss auf
das Tumorwachstum zu haben und das Verwenden desselben sollte je nach
Versuchszweck und -ziel gut Uberlegt sein. In Kombination mit Matrigel ist

demnach zusatzlich eine héhere Zellzahl zu empfehlen.

Die tagliche therapeutische intratumorale Injektion fand tber einen Zeitraum von
14 Tagen statt. Dieser Zeitraum orientiert sich an den bereits publizierten und
etablierten Studien (Mu, Agarwal et al. 2016). Ebenso ist die lokale Applikation des
therapeutischen Agens gangige Praxis in der Forschung (Kuang et al., 2014b; Ma
et al., 2015). Da die in vitro-Versuche von Pires et al. (Pires, Abul-Haija et al. 2015)
gezeigt haben, dass bereits < 7 Stunden nach Inkubation mit dem aKA die
metabolische Aktivitat der Osteosarkomzellen reduziert wird und nach 24 Stunden
der Zelltod eintritt, fiel die Wahl auf die tagliche Injektion. Es sollte ein konstant

hoher Wirkspiegel im Tumor vorherrschen. Nachteile dieser taglichen lokalen
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Injektion waren zum Einen die notwendige téagliche Isoflurannarkose, die die
Mause jedoch die meiste Zeit gut vertrugen. Nur gegen Ende der zwei Wochen trat
bei wenigen Tieren eine geringgradige Dyspnoe auf, die sich sofort nach Entfernen
der Gasmaske wieder legte. Zum Anderen besteht durch die Kanilenpenetration
die Moglichkeit der Provokation von Knochenreaktionen. Dem widersprechen
jedoch die Knochenvolumenergebnisse des letzten Zeitpunktes, da die nur
Tumorzellen-Gruppe hier im Vergleich zu den behandelten 1 mM- und 10 mM-

aKA-Gruppen ein hoheres Knochenvolumen aufwies.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass dieses orthotope Mausmodell ein
etabliertes und gut funktionierendes, praklinisches Modell fir die
Osteosarkomforschung darstellt. Die Diskrepanzen zur gesichteten Literatur sind
wie bereits erldutert hochstwahrscheinlich auf die Injektionsart mit Matrigel
zurlickzufiihren und bediirfen einer Optimierung durch Zellzahlerh6hung und

Blasenvermeidung.

2. Osteosarkom-Zelllinie K7ZM2

Zur Induktion des Osteosarkoms wurde im Rahmen dieser Arbeit die Zelllinie
K7M2 verwendet. Diese ging urspriinglich aus einem spontan aufgetretenem
murinen Osteosarkom hervor und wurde von Khanna et al. etabliert (Schmidt et
al., 1988; Khanna et al., 2000; Khanna et al., 2001). Die Wahl fiel auf diese Zelllinie,
da sie bereits vielfach publiziert wurde und somit ein etabliertes Tumormodell in
der Maus darstellt. Es handelt sich um ein syngenetisches Modell, das heilt
Tumorzellen und Empfanger gehoren derselben Spezies an. Zudem ist die K7M2-
Zelllinie sehr gut fir die orthotope Implantation geeignet und kann in
immunkompetenten Mausen verwendet werden. Die Immunkompetenz war
Voraussetzung fir das Untersuchen potentieller systemischer Nebeneffekte und
die histologische Evaluation. In der Literatur wird zudem eine sehr hohe
Wahrscheinlichkeit (95%) des Tumorwachstums nach exakter Implantation
angegeben (Khanna et al., 2000; Dass et al., 2006; Botter et al., 2014; Shi et al.,
2016; Zhao et al., 2016). Zudem zeichnen sich die K7M2-Zellen durch ein
homogenes Primartumorwachstum aus, was fiir die Vergleichbarkeit von enormer

Bedeutung ist (Khanna et al., 2000). Dieses einheitliche Wachstumsverhalten wird
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allerdings dem heterogenen biologischen Verhalten von humanen und kaninen
Osteosarkomen nicht gerecht. Die grundsatzliche Problematik vom Wunsch nach
Standardisierbarkeit bei Tierstudien und gleichzeitig nach einer moglichst
realitdtsnahen Imitation der zu erforschenden Krankheit ist auch in dieser Studie

gegenwartig (Histing et al., 2011).

Viele andere Modelle bedienen sich primar humaner Zelllinien, wie beispielsweise
der viel verwendeten Sa0S2-Zelllinie. Diese kam auch in den in vitro-Versuchen
von Pires et al. zum Einsatz (Pires et al., 2015). In dieser Studie wurde sich dagegen
entschieden, da das Primartumorwachstum sehr viel langer dauert (1-2 Monate,
im Vergleich zu 2-4 Wochen bei der K7M2-Zelllinie) (Botter et al., 2014). Mit dem
Ziel der tatsachlichen Epidemiologie mdglichst nahe zu kommen und den
Versuchsaufbau moglichst kurz zu halten, fiel die Entscheidung fiir die orthotope

Implantation in die Tibia und die K7M2-Zelllinie.

2.1. In vitro

In der Kultur zeigten die Zellen sich adhadrent und mit spindelzellférmiger
Morphologie. Die Zellen proliferierten unter Standardzellkulturbedingungen sehr
schnell, dabei wirkte sich die Kultivierung unter subkonfluenten Konditionen
zusatzlich positiv auf die Proliferation aus. Die bendétigte Zellmenge konnte somit
innerhalb kurzer Zeit erreicht werden. Es wurden nur Zellen der Passage 2

verwendet, um die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Die in dieser Arbeit erhobenen in vitro-Ergebnisse bestatigen die Daten von Pires
et. al (Pires et al., 2015) trotz der veranderten Zelllinie. Nach 7 Stunden war
dieselbe dosisabhadngige Verteilung zu beobachten. Die 1 mM-Gruppe wies sogar
signifikant niedrigere Zellviabilitaten im Vergleich mit der Kontrollgruppe auf. 24
Stunden nach aKA-Exposition war die Viabilitat der mit akA-behandelten Zellen bis
nahe dem Nullpunkt weiter gesunken. Dies konnte durch die zusatzlich erhobenen

DNA-Quantifizierungs- und Sauerstoffdaten bestatigt werden.

2.2. In vivo
Auch fiir den in vivo-Versuch war die schnelle Proliferation und unkomplizierte
Kultur von Nutzen. Zwischen den unterschiedlichen Passagen konnte

morphologisch und proliferativ kein Unterschied festgestellt werden, dennoch
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wurden nur Zellen mit maximal 2 Passagen (P2-P4) Unterschied verwendet, um

die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Wie bereits in Kapitel V.1 erwdhnt, kam es im Rahmen dieser Studie zu einem
heterogenen Tumorwachstum beim Vergleich zwischen den Mausen innerhalb

und aullerhalb einer Versuchsgruppe.

3. Eignung des aromatischen Kohlenwasserstoffamphiphils

(aKA) und Vergleich mit ahnlichen Therapieansatzen

Die Praparation der aKA-Losung in gewinschter Konzentration gestaltete sich
unkompliziert und kurzweilig. Beim Abwiegen ist eine sehr sensitive Waage zu
empfehlen, da fiir die verwendeten Konzentrationen nur sehr geringe Mengen
bendtigt werden. Das Auflésen des weillen Pulvers in PBS gelang mit Hilfe des
Vortex problemlos, jedoch musste die Losung danach etwas stehen gelassen
werden, um dem entstandenen Schaum Zeit zum Abbauen zu geben. Bedingt
durch den Volumenverlust wahrend der Filtration sollte immer mindestens 30%
Puffer mit eingerechnet werden. Zur Haltbarkeit gibt es bisher keine Daten. In
dieser Arbeit wurde die zubereitete aKA-Losung maximal eine Woche bei +4 °C

gelagert und verwendet.

Die in vitro-Versuche von Pires et al. zeigten eine selektive Wirkung des aKA auf
Osteosarkomzellen, die eine sehr hohe Expression der ALP aufweisen (Pires et al.,
2015). Im Rahmen der Versuche wurden zudem als Kontrolle Prachondrozyten
(mit niedriger ALP-Expression) in Zusammenhang mit dem therapeutischen Agens
getestet. Das aKA beeintrachtigte die metabolische Aktivitat der Prachondrozyten
nur in minimalen AusmalR (Pires et al., 2015). In der Literatur finden sich
unterstitzende Angaben (iber eine wesentlich hohere ALP-Aktivitat in
Osteosarkomzellen im Vergleich zu Osteoblasten (Jonsson et al., 1999; Voegele et
al., 1999; Pautke et al., 2004). Somit gingen wir von hochstens minimalen
Auswirkungen des therapeutischen Agens auf die gesunden Knochenzellen aus.
Trotzdem waren fiir zukiinftige Experimente die Untersuchung des Einflusses von

aKA auf Osteoblasten sehr interessant.

Bei der therapeutischen Injektion wurden insgesamt 50 pl (aKA in PBS)
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intratumoral injiziert. Das Volumen wurde aufgrund &hnlicher vorheriger
Anwendungen gewahlt (Brekken et al., 1999). Die Applikation des aKA erfolgte bei
der 1 mM- und 10 mM-Gruppe ausschlieBlich lokal am Tumor und nicht
systemisch. Aufgrund dessen und der Vorversuche von Pires et al. gingen wir
davon aus, dass andere Zellpopulationen durch das therapeutische Agens nicht
geschadigt werden und keine systemischen Nebeneffekte zu erwarten sind (Pires
et al., 2015). Auch nach der 14-tdgigen aKA-Injektion konnte in der Peripherie der
Injektionsstelle keine Hautverdnderungen oder Ahnliches beobachtet werden.
Systemisch lielen sich weder hamatologisch noch histologisch systemische
Nebeneffekte nachweisen. Vor Injektion des aKA sollte der feste Sitz der Kaniile
Uberprift werden, da das aKA mit einem etwas hoheren Druck appliziert werden
muss. Die Injektion sollte anschlieend zusatzlich nicht zu schnell vorgenommen
werden. Durch das Verwenden einer Insulinspritze ohne Totraum konnte das

Applizieren des gesamten Volumens sichergestellt werden.

Die Dosiserhéhung (1 und 10 mM) im Vergleich zu den in vitro-Versuchen (0,5 und
1 mM) lasst sich durch die unterschiedlichen Bedingungen bei in vitro- und in vivo-
Versuchen begriinden. Zellen zeichnen sich in vitro durch eine wesentlich héhere
Empfindlichkeit aus und dirfen dementsprechend keinen zu hohen Dosen
ausgesetzt werden. Unter in vivo-Bedingungen hingegen befinden sich die Zellen
im Gewebsverband, sind somit wesentlich weniger empfindlich und weisen viel
hohere Metabolisierungsraten auf. Um die Wirksamkeit dennoch gewahrleisten
zu konnen, ist beim Wechsel von in vitro- auf in vivo-Konditionen eine
Dosiserhohung von Noten (Checkley et al., 2015; Wang et al., 2016a). Aufgrund
dessen sollte eine geringe Dosis des Agens (1 mM) sowie auch eine hohere Dosis

des Agens in diesem Tierversuchsvorhaben untersucht werden (10 mM).

Das aKA reiht sich in eine Vielzahl dhnlicher brandaktueller Therapieansatze ein,
die unter dem Oberbegriff ,,enzyme-instructed self-assembly” (EISA)
zusammengefasst werden (Huang und Gao, 2018). EISA ist ein Teil der
supramolekularen Chemie (Whitesides und Grzybowski, 2002), die sich mit der
intermolekularen Bindung sowie der Struktur und Funktion von Supramolekilen
beschaftigt (Siegel, 1996). Per definitionem handelt es sich bei EISA um einen

mehrschrittigen Prozess der Bildung spezieller funktioneller Strukturen, bei dem
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amphiphile Molekiile bestimmte Transformationen durchlaufen. Dies wird
ausgelost durch Enzyme bevor es anschliefend zur Assemblierung kommt (Zhou
und Xu, 2015). Die Grundbausteine der EISA bestehen in einem zum Enzym
passenden Substrat (Vorlaufermolekil) und die Fahigkeit zur Selbstassemblierung
nach enzymatischer Konvertierung. Die Selbstassemblierung der Nanofaden fiihrt
im weiteren Verlauf zur Gelbildung (Terech et al., 1996; Wang et al., 2000; Huang
und Gao, 2018). Hauptziel dieses prazisionsmedizinschen Ansatzes ist die
Steigerung der Therapieeffizienz unter Schonung des restlichen gesunden
Gewebes (Ohta et al.,, 2016; Sindhwani et al., 2016). Selbstassemblierung und
Enzymaktivitat sind vollig normale Prozesse des physiologischen Metabolismus
vieler  Zellen. Beispielsweise  stellen intrazellulare  Vesikel-Bildung,
Zellskelettdynamik, Mitose und Zellbewegung enzym-induzierte Vorgange dar
(Pollard und Cooper, 2009; Fletcher und Mullins, 2010). Mit diesem Wissen im
Hinterkopf legten Yang et al. den Grundstein fiir die Entwicklung der EISA zur
Nutzung in der biomedizinischen Anwendung (Yang et al., 2004). Weiter
modifiziert und fir die in vitro-Anwendung optimiert wurde EISA von Zhao et al.

(zhao et al., 2010).

Einer der groRen Vorteile dieser Strategie besteht in der Tatsache, dass die
verwendeten Komponenten einfach chemisch herstellbar sind, biokompatibel
sind und nur durch schwache nicht-konvalente Krafte zusammengehalten werden,
sodass sie leichter durch den Korper abgebaut werden kénnen. Diese schwachen
Krafte bedingen zusatzlich eine gleichmaligere Anordnung der Nanofaden im Gel
(Huang und Gao, 2018). Zudem stellt EISA einen isothermalen Prozess dar, der
unter physiologischen Bedingungen ablaufen kann (Huang und Gao, 2018). Des
Weiteren weisen die bendtigten Vorlaufermolekile eine so geringe GroRe auf,
dass sie durch passive Diffusion oder aktiven Transport leicht das Tumorinnere
oder sogar Tumorzellen penetrieren konnen. Eine zusatzliche optimierende
Modifizierung des Vorlaufermolekiils ist ebenfalls moglich. Dies bedingt die
bessere Effizienz im Vergleich zu anderen Therapiestrategien, da keine
Abhéangigkeit von Zelloberflachenrezeptoren oder vaskuldren Undichtigkeiten
besteht. Voraussetzung ist die Uberexpression des katalysierenden Enzyms in dem

zu bekampfenden Zelltyp (Huang und Gao, 2018). Des Weiteren eroffnet diese
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Methodik die Moglichkeit bisher als untherapierbar geltende Tumorzellen
angreifbar zu machen (Zhou und Xu, 2015), auch durch Kombination mehrerer
Angriffspunkte. Kehrseite der EISA stellt zum Einen die begrenzte Anzahl an
Enzymen dar, die eine Selbstassemblierung katalysieren kénnen (Huang und Gao,
2018). Zudem sind die inhibitorischen Konzentrationen der selbstassemblierenden
Molekiile noch zu hoch fiir die pharmazeutischen Standards (Wang et al., 2016c).
Zusatzlich ist bisher noch zu wenig Uber Interaktion zwischen potentiellen
Zielproteinen und in situ-Aggregaten bekannt, auBerdem fehlen Techniken zur

Beobachtung dieser Interaktionen (Zhou et al., 2016b).

Die erste enzymatisch induzierte Bildung eines supramolekularen Hydrogels
gelang Yang et al. mit dem Enzym Alkalischen Phosphatase (Yang et al., 2004).
Weitere Modifikationen machten den Einsatz unter physiologischen Konditionen
moglich sodass erste in vitro-Versuche gelingen konnten (Yang et al., 2008). Diese
Methode konnte =zusatzlich genutzt werden, um bereits angewendete
Therapeutika in die Zielzelle zu transportieren ohne Bioaktivitatseinschrankungen
zu erleiden (Gao et al., 2009). Eine erste in vivo-Anwendung fihrten Chen et al.
mit Hela-Zervixkarzinom-Zellen im Mausmodell durch. Sie waren in der Lage die
Phosphatase-induzierten Nanofdaden zur Bildgebung mit einem Farbstoff zu
markieren und konnten damit die tumorspezifische Verteilung des Farbstoffes in
der Maus nachweisen. Die Applikation des Vorlaufermolekiils erfolgte intravends
(Huang et al.,, 2015). Anwendung kdnnte dies einmal in einer verldangerten
intratumoralen Akkumulation eines therapeutischen Agens zur
Therapieoptimierung finden (Huang und Gao, 2018). Kuang et al. behandelten
immundefiziente  Mause mit Hela-Tumoren  mittels peritumoraler
Vorlaufermolekiil-Injektion. Eine 10 mg/kg-Dosis konnte das Tumorwachstum
bereits inhibieren (33 Tage nach Tumorzellapplikation). Diese Inhibierung wurde
nach drei 10 mg/kg-Dosen signifikant (39 Tage nach Tumorzellapplikation). Die
Tumoren der unbehandelten Kontrollgruppe wiesen ein ca. 10-fach groReres
Volumen auf als die mit 10 mg/kg behandelten Tiere. Zusatzlich waren Tumore der
10 mg/kg-Gruppe signifikant kleiner als jene der 1 mg/kg-Gruppe (Kuang et al.,
2014a). Diese Ergebnisse gehen in eine dhnliche Richtung wie die in dieser Studie

gewonnenen Daten. Auch wenn das aKA in unserer Studie im Vergleich keinen so
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extrem ausgepragten Effekt auf die Tumorgrofe hatte, ist dennoch ein

inhibierender Effekt und die gleiche Dosisabhadngigkeit an Tag 50 zu erkennen.

Aktuell wird in der Literatur von weiteren Abwandlungen der Methodik berichtet,
sodass beispielsweise gezielt Mitochondrien oder das Endoplasmatische
Retikulum von Tumorzellen durch supramolekulare Assemblierung zerstort
werden kdnnen (Wang et al., 2016b; Feng et al., 2018). Des Weiteren gelang es Du
et al. spezifisch Tumorzellen mit ALP-induzierten D-Peptidnanofibrillen zu
markieren, die autokrine proapoptotische Liganden prasentieren, sodass
extrinsische Zelltodsignalwege aktiviert werden (Zhou et al., 2016a; Du et al.,
2017). Andere Enzyme, die im Rahmen der EISA erforscht werden, sind
beispielsweise die Carboxylesterase im Zusammenhang mit therapieresistenten
Ovarialkarzinomzellen (Li et al., 2015; Feng et al., 2017), die Esterase zur
verbesserten Zellaufnahme bioaktiver Molekiile (Zhou et al.,, 2015) und
Matrixmetalloproteinasen zur Effizienzsteigerung von Doxorubicin (Kalafatovic et

al., 2016).

Die Testung des aKA in unserem Mausmodell stellt somit eine der ersten
erfolgreichen in vivo-Anwendungen der EISA-Methode dar. Das aKA verkorpert
dabei das Vorlaufermolekil, das durch die Katalyse der hoch exprimierten
Alkalischen Phosphatase in die aktive, selbstassemblierte Form lberfiihrt wird. In
der angewandten Form ist das aKA gut fiir den in vitro- und in vivo-Einsatz
geeignet. Es bedarf allerdings weiterer Optimierung von Wirkung, Dosis,
Zellspezifitdat und eventueller intrazellularer Akkumulation sowie weiterer
Forschung hinsichtlich Bildgebung, Interaktionen mit gesundem Gewebe,
systemischer Nebenwirkungen, Biokompatibilitat und Degradierung in vitro und in
vivo (Cong et al., 2018; Huang und Gao, 2018). Dies kdnnte fiir EISA den Weg im

Dienste der personalisierten Prazisionsmedizin ebnen.

4. Diskussion der in vivo-Ergebnisse

Der Allgemeinzustand und die Gewichtsentwicklung der Mause waren zu keiner
Zeit unzufriedenstellend. Lediglich bei drei Mausen der 10 mM-Gruppe konnte die
geschilderte postaurikuldre Alopezie beobachtet werden. Dies kdnnte einerseits

an der aKA-Applikation und/oder dem Tumorgeschehen liegen, jedoch auch
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schlicht Alters- bzw. Stresserscheinungen darstellen (Laboratory, 2017). Um eine
differenziertere Aussage treffen zu kdnnen, miisste ein grofRere Anzahl an Mausen
diesbezliglich untersucht werden. Der ansonsten gute Allgemeinzustand und
Gewichtsstatus deutet jedoch nicht auf gravierende systemische Nebeneffekte

hin.

Hinsichtlich der uCT-Bildgebung ist zunachst festzuhalten, dass mit den gewahlten
Parameter sinnvolle Ergebnisse in der Analyse erzielt werden konnten. In vivo
konnte aufgrund der Strahlenbelastung fiir die Maus (und Risikominimierung
durch moglichst wenig Rontgenstrahlung) und aus zeitlichen Griinden nicht die
hochste Auflosung von 9 um verwendet werden. In der verwendeten 35 um-
Auflosung war bei der Knochenanalyse aufgrund der Unscharfe nicht einwandfrei
moglich zwischen kortikalem und trabekularem Knochen zu unterscheiden. Daher
wurde in dieser Studie der gesamte Knochen evaluiert. Es hatte die Moglichkeit
bestanden, die Knochenproben ex vivo in 9 um-Auflésung zu scannen, jedoch
hatten sich die Knochen dann nicht mehr in situ befunden, was sich nachteilig auf
Aussagekraft und die nachfolgende histologische Evaluation ausgewirkt hatte. Ein
optimaler Kompromiss ware ein in situ-Scan direkt nach der Euthanasie in 9 um
Auflosung. Dabei ist jedoch immer noch die Dauer eines solchen hochauflésenden
Scans im Hinterkopf zu behalten. Interessante Ergebnisse der uCT-Analyse sind
sicherlich die Knochenvolumen-Daten von Tag 35 und 50. Am Ende der 14-tagigen
Behandlung sollte logischerweise der hochste Wirkspiegel an aKA lokal im Tumor
vorherrschen. Es ist zu diesem Zeitpunkt ein dosisabhangiger Effekt zu sehen: Je
hoher die Dosis des aKA, desto groRer ist das Knochenvolumen. Dies scheint
zunachst paradox, jedoch liegt an Tag 50 der inverse dosisabhangige Effekt vor.
Somit schienen an Tag 35 noch reaktive Prozesse im Gange gewesen zu sein und
die Wirkung des aKA setzt erst spater ein. Die Aussage, dass das aKA die
Knochenmineraldichte positiv beeinflusst, kann dagegen sicher getroffen werden.
Sowohl an Tag 35, als auch an Tag 50 weisen die mit aKA behandelten Gruppen
eine signifikant hohere Knochenmineraldichte im Vergleich mit der Gruppe ohne
Tumorzellen auf. Eine Erklarung hierfir konnte eine Verkalkung der toten
Tumorzellen sein. Da die Knochen posthum jedoch fiir die histologische

Untersuchung dekalzifiziert wurden, war es nicht moglich diese Verkalkungen im
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vollen Umfang nachzuweisen. Trotzdem ist es gelungen bei den mit aKA-
behandelten Gruppen vereinzelte verkalkte Areale histologisch darzustellen. Die
vor allem bei der mit 10 mM aKA-behandelten Gruppe auffallenden nekrotischen
Anteile lassen die Vermutung zu, dass dies womaoglich eine zu hohe Dosis darstellt
und eher niedriger gewahlte Dosierungen fiir die weiterfihrende Erforschung

verwendet werden sollten.

Im Rahmen dieser Studie konnten intraossedre Sauerstoffmessdaten in der Tibia
erhoben werden. Der Durchschnitt aller Messungen ergab einen Wert von 1,24 %
0. Im Vergleich zwischen den Gruppen fiel kein Trend auf, jedoch ist auf die
geringe Tierzahl pro Messgruppe hinzuweisen. Die bisherige Datenlage zu
intraossedren Sauerstoffwerten ist sehr diinn. Die Literaturangaben liegen bei
Ratte/Kaninchen zwischen 2,7-14,6 % O (Brighton und Heppenstall, 1971) und bei
der Maus bei 1,5-4,2 % O, (Spencer et al., 2014). Die in unserer Studie erhobenen
Daten liegen im unteren Bereich der bisher erhobenen Sauerstoffdaten.
Intratumorale Messungen waren aufgrund der histologischen Tumorevaluation

nicht moglich.

Bei Begutachtung der erhobenen VEGF-Plasmawerte fallen sehr niedrige
Zahlenwerte auf, wenn man diese mit dhnlichen Studien vergleicht (Keyes et al.,
2004). Wie bei den anderen Analyten IL-6 und TNF-a, deren Konzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze lagen, bestand das Problem der geringen
Probenvolumina und einer augenscheinlich zu hoch gewahlten Verdiinnung von
1:4 um ein entsprechendes Volumen fiir die Messung zu erreichen. Bei
Betrachtung der Zeitpunkte Tag 35 und 50 ergibt sich trotzdem ein sinnvolles Bild,
da die keine Tumorzellen-Gruppe die niedrigsten VEGF-Werte aufweist und von
Tag 0 bis Tag 50 keine grofSe Veranderung auftritt, solange man Tag 20 und 21
aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs auBer Acht ldsst. Wie in dhnlichen
Studien steigen auch hier mit fortschreitendem Tumorwachstum die VEGF-
Plasmalevel (Keyes et al.,, 2003; Keyes et al., 2004). Es fillt zudem die gleiche
dosisabhangige Verteilung der Werte an Tag 35 wie bei der Knochenmineraldichte
auf, was zusatzlich fir eine gewisse Validitat der Daten spricht. Somit sollte der
Fokus auf die Relativitdt der Werte gelegt werden und nicht auf die absoluten

Zahlen. Die dosisabhdngige VEGF-Werteverteilung an Tag 35 und die hdheren
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VEGF-Werte bei den aKA-Gruppen im Vergleich zur unbehandelten nur
Tumorzellen-Gruppe koénnten mit einer durch das aKA bedingten Hypoxie
begriindet werden. Wie bereits erwahnt, supprimiert das aKA die metabolische
Aktivitat der Osteosarkomzellen, was in einer Hypoxie resultieren konnte. Dass
VEGF ein Zielgen des HIF-1a darstellt und die Expression beider Molekiile unter
hypoxischen Konditionen ansteigt (Steinbrech et al., 1999), wirde diese
Hypothese unterstiitzen. Eine erhdohte VEGF-Expression der Tumorzellen birgt
durch die entscheidende Beteiligung von VEGF an der Angiogenese aber

gleichzeitig das potentielle Risiko eines beschleunigten Tumorwachstums.

Histologisch zeigte sich das Bild eines durch K7M2-induzierten Osteosarkoms wie
bereits in der Literatur beschrieben (Khanna et al., 2000; Hong et al., 2009), jedoch
mit zusatzlich vielen in Osteoid eingebetteten Chondrozyten. Da sich bis Tag 50
histologisch auffallende Unterschiede zwischen unbehandelten und mit akA
behandelten Tumoren fanden (Nekrose und Verkalkung), sollte im Rahmen einer
nachsten in vivo-Anwendung neben der verbesserten Tumorzellimplantation und
dem dadurch bedingten progressiveren Wachstum eventuell langere Zeit nach
Therapieende abgewartet werden, um die Langzeitwirkung des aKA insbesondere

auf gesundes Knochengewebe untersuchen zu kénnen.

5. AbschlieBende Beurteilung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte nach Bestatigung der Wirkung in vitro durch das
aKA erfolgreich eine dosisabhangige Verringerung des totalen Knochenvolumens
im Vergleich zur unbehandelten nur Tumorzellen-Gruppe zum Versuchsendpunkt
erreicht werden. Die Wirkung trat dabei zeitverzogert zum Therapieende ein.
Zudem bewirkte die Behandlung mit aKA eine dosisabhdngige Erhohung der
Knochenmineraldichte. Histologisch konnten zwischen den mit aKA behandelten
Gruppen qualitative Unterschiede hinsichtlich Nekrotisierung und Verkalkung
ausgemacht werden, die mit steigender Dosis vermehrt auftraten. Es lagen
weiterhin keine Hinweise auf systemische inflammatorische oder toxische
Nebeneffekte vor, lediglich eine postaurikulare Alopezie war bei drei Mausen zu
beobachten. Mit aKA behandelte Tiere wiesen héhere VEGF-Plasmalevel auf als

unbehandelte Tiere. Intratibiale Sauerstoffmessungen des gesunden
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kontralateralen Beines zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen.

Damit stellt diese Studie eine erfolgreiche Anwendung eines EISA-Agens im
Tiermodell dar. Die nachsten Schritte sollten die Optimierung der
Tumorzellimplantation  hinsichtlich ~ Wachstumsgeschwindigkeit und -
homogenitat sowie weitere effizienzsteigernde Modifizerungen des
Vorlaufermolekiils aKA und eine Dosisoptimierung darstellen. Nach Etablierung
des erweiterten murinen Modells sollte {ber die Ubertragung ins kanine
Groltiermodell nachgedacht werden, um eine bessere klinische Vergleichbarkeit
zum Menschen zu ermoglichen. Zusatzlich wirden derartige Studien auch der
kaninen Osteosarkomtherapie neue Tiren offnen. Diese Strategie koénnte
Wegbereiter fiir eine tumorzellgerichtete und schonendere Therapie sein, mit
dem Potential die Lebensqualitit und Uberlebenszeiten humaner und kaniner

Patienten zu verbessern.
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VI.ZUSAMMENFASSUNG

Einfluss eines neuartigen aromatischen Kohlenwasserstoff-
Amphiphils (aKA) auf Tumorgenese und Metastasierung des

Osteosarkoms im murinen Modell

Auf der tumorzellgerichteten Therapie neoplastischer Erkrankungen ruhen groRe
Hoffnungen der Wissenschaft. Bevor diese jedoch Einzug in die Klinik halten kann,
bedarf es aufwandiger Untersuchungen in vitro sowie in vivo. Pires et al. konnten
bereits dullerst vielversprechende Ergebnisse wahrend ihrer in vitro-Versuche
beziglich der Wirksamkeit des therapeutischen Agens aKA in Kombination mit
einer Osteosarkomzelllinie erzielen. Darauf aufbauend sollte in dieser Arbeit eine
erste in vivo-Anwendung des aKA im murinen Modell durchgefiihrt werden.
Zunachst wurde in Vorbereitung dazu die verwendete Osteosarkomzelllinie K7M2
in vitro mit verschiedenen Dosen des aKA getestet. AnschlieRend sollte das aKA in
vivo hinsichtlich seines Einflusses auf Tumorprogredienz, Effizienz und
systemische Nebeneffekte evaluiert werden. Zusatzlich sollten aufgrund der

bisher geringen Datenlage intraossedre Sauerstoffdaten generiert werden.

Zundachst wurde im Rahmen der in vitro-Versuche der Einfluss verschiedener
Dosen des aKA auf die metabolische Aktivitat der K7M2-Zellen mittels Viabilitats-
Assay, DNA-Quantifizierung, Mikroskopie und Sauerstoffmessungen untersucht.
Im nachsten Schritt erfolgte dann die orthotope Implantation der K7M2-Zellen in
die proximale Tibia mannlicher C57BL/6J-Méuse. Nach einer
Tumorwachstumsphase von 20 Tagen wurde dann Uber 14 Tage taglich mit
verschiedenen Dosen des aKA behandelt. Von Tag 35 bis zum Versuchsende an
Tag 50 erfolgte die Beobachtung der Tiere. Zu den Zeitpunkten Tag 0, 20, 21, 35
und 50 wurden Verlaufskontrollen mittels uCT, Blutentnahme, Histologie der

tumortragenden Tibia und Sauerstoffmessung der gesunden Tibia durchgefihrt.

Analog zu den Versuchen von Pires et al. (Pires et al., 2015) konnte die metabolisch
supprimierende Wirksamkeit des aKA auf K7M2-Osteosarkomzellen mit
nachgewiesen werden. Der Unterschied war bereits nach 7 Stunden signifikant.

Zusatzlich war es moglich eine dosisabhidngige Oxygenierung 48 Stunden nach
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aKA-Exposition nachzuweisen. Im praklinischen murinen Tiermodell konnte eine
dosisabhédngige Verringerung des totalen Knochenvolumens im Vergleich zur
unbehandelten nur Tumorzellen-Gruppe am Tag 50 beobachtet werden. Die
Wirkung trat dabei zeitverzogert zum Therapieende ein. Zudem bewirkte die
Behandlung mit aKA eine dosisabhdngige Erhohung der Knochenmineraldichte.
Histologisch konnten zwischen den mit aKA behandelten Gruppen qualitative
Unterschiede hinsichtlich Nekrotisierung und Verkalkung ausgemacht werden, die
mit steigender Dosis vermehrt auftraten. Es lagen keine Hinweise auf systemische
inflammatorische oder toxische Nebeneffekte vor, lediglich eine reizlose
postaurikuldre Alopezie war bei drei Mausen zu beobachten. Mit aKA behandelte
Tiere wiesen hohere VEGF-Plasmalevel auf als unbehandelte Tiere, was auf
langere Sicht eine verbesserte Tumorvaskularisierung und damit eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegeniiber hdamatogen verabreichten Therapien, wie der
Chemotherapie, bedeuten konnte. Intratibiale Sauerstoffmessungen des
gesunden kontralateralen Beines zeigten physiologische Werte ohne signifikante

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Das aKA gehort damit zu den in vitro und in vivo erfolgreich angewendeten
Mitgliedern der EISA (enyzme-induced self assembly)-Familie, in die in den letzten
Jahren groRe Hoffnungen der Prazisionsnanomedizin gesetzt wird. Nach
Optimierung und Etablierung des erweiterten murinen Modells kdonnte der
nichste Schritt die Ubertragung ins kanine GroRRtiermodell sein, um die klinische
Vergleichbarkeit zum Menschen zu verbessern. Zusatzlich kénnten derartige
Studien der kaninen Osteosarkomtherapie neue Tiren 6ffnen. Diese Strategie
konnte Wegbereiter fiir eine langersehnte tumorzellgerichtete und schonendere
Therapie sein, die Lebensqualitit und Uberlebenszeiten humaner und kaniner

Patienten steigert.
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VII. SUMMARY

Impact of a new aromatic carbohydrate amphiphile (ACA) on
tumorigenesis and metastasis formation of osteosarcoma in a

murine model

Great hopes of science rest on the tumor cell-directed therapy of neoplastic
diseases. However, elaborate investigations in vitro and in vivo are required before
it can be applied clinically. Pires’ group has already achieved very promising results
during their in vitro experiments on the efficacy of the therapeutic agent ACA in
combination with an osteosarcoma cell line. Based on this, a first in vivo
application of ACA in the murine model was carried out in this work. Initially, the
used osteosarcoma cell line K7M2 was tested in vitro with various doses of ACA.
Subsequently, ACA was aimed to be evaluated in vivo for its influence on tumor
progression, efficiency and systemic side effects. In addition, we planned to

generate data on intraosseous oxygen due to the insufficient data situation.

First, within the in vitro experiments, the influence of different doses of ACA on
the metabolic activity of K7M2 cells was investigated using viability assay, DNA
guantification, microscopy and oxygen measurements. The next step involved
orthotopic implantation of K7M2 cells into the proximal tibia of male C57BL/6)
mice. After a tumor growth phase of 20 days, the mice were daily treated with
different doses of ACA for 14 days. From day 35 until the end of the experiment
on day 50, the animals were under observation. At day 0, 20, 21, 35 and 50, follow-
up monitoring was performed using UCT, blood collection, histology of tumor-

bearing tibia and oxygen measurement of healthy tibia.

Analogous to the experiments of Pires et al. (Pires et al., 2015), the metabolic
suppressing effect of ACA could be demonstrated on K7M2 osteosarcoma cells.
The difference was already significant after 7 hours. In addition, it was possible to
detect dose-dependent oxygenation 48 hours after ACA exposure. In the
preclinical murine model, a dose-dependent reduction in total bone volume

compared to the untreated tumor-only group was observed on day 50. The effect
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occurred with a time delay after the end of therapy. In addition, treatment with
ACA caused a dose-dependent increase in bone mineral density. Histologically,
qualitative differences in necrosis and calcification could be identified between
groups treated with ACA, which increased with higher dose. There was no
evidence of systemic inflammatory or toxic side effects, with only mild
postauricular alopecia diagnosed in three mice. Animals treated with ACA had
higher VEGF plasma levels than untreated animals which could cause improved
tumor vascularization in the longer term and thus increased sensitivity to
hematogenous therapies such as chemotherapy. Intratibial oxygen measurements
of the healthy contralateral leg showed no significant differences between the

experimental groups.

ACA is one of the members of the EISA (enzyme-induced self-assembly) family that
has been successfully applied in vitro and in vivo, in which high hopes of precision
nanomedicine have been placed in recent years. After optimization and
establishment of the extended murine model, the next step could be the transfer
to a canine large animal model to improve clinical comparability to humans. In
addition, such studies of canine osteosarcoma therapy could open new doors. This
strategy could pave the way for a long-desired tumor cell-directed and more
gentle therapy that enhances the quality of life and survival of human and canine

patients.
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4, Scoresheet

Beobachtung Parameter Score

1. Aligemeine Kriterien
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bewegt sich normal, neugierig

Verminderte Reaktionen, bewegt sich |1
reduziert, eingeschrankte oder
Uberhohte Aktivitat

Kauerhaltung, teilweises Absondern |2
von der Gruppe, bewegt sich
reduziert, Schmerzen beim Gehen
ersichtlich

Apathisch, keine Reaktion oder 3
Aggressivitat/SchmerzauRerungen
beim Handling, stark eingeschrankte
Bewegung, Isolation, Automutilation,
Kauerhaltung

Verhalten auf Provokation Zeigt aktives Fluchtverhalten 0
Verminderte oder libersteigerte 2
Reaktionen
Apathisch, keine Reaktion beim 3
Handling, stark eingeschréankte
Bewegung

AuRere Erscheinung Glattes, glanzendes Fell, Fellpflege, 0

Augen glanzend

Mattes Fell, Fellpflege eingeschrankt |1
oder fehlend, Augen triib

Teilweises struppiges, leicht 2
gestraubtes Fell, Augen- und
Nasenausfluss, Augen eingesunken,
aufgetriebener Leib, verklebte
Korperoffnungen

Vollstandig struppiges. stumpfes Fell, |3
abnormale (z.B. kauernde) Haltung,
gekriimmter Ricken, Augen
geschlossen, Lahmung, Stelzgang,
aufgetriebener Leib

BCS BC 3: Maus ist gut konditioniert, |0
Wirbel und dorsales Becken nicht
prominent, palpierbar bei leichter
Druckaustibung

BC 2: Maus ist unterkonditioniert, |1
evidente Segmentierung der
Wirbelsaule

BC 1: Maus ist abgemagert, skelettale | 3
Strukturen sehr prominent, keine oder
kaum Gewebebedeckung, Wirbelsaule
deutlichst segmentiert

Kotkonsistenz Geformt 0




Anhang 199

Breiig 1
Fliissig 2

Gewicht Kein Gewichtsverlust 0
0-5% Gewichtsverlust 1
6-15% Gewichtsverlust 2
>15% Gewichtsverlust 3

2. Versuchs-

spezifische Kriterien

TumorgroBle <0,8 cm GroRe, 0
< 3-facher Tibiadurchmesser
0,8-1,4 cm Grolle, 2
< 3- bis 7-facher Tibiadurchmesser
>1,5 cm GroRe, 3
> 7-facher Tibiadurchmesser

Lahmheit keine Bewegungseinschrankungdes |0
betroffenen Beines
geringe Bewegungseinschrankung des | 1
betroffenen Beines, leichte Entlastung
Mittelgradige 2
Bewegungseinschrankung des
betroffenen Beines, mittelgradige
Entlastung
deutliche Bewegungseinschrankung |3
des betroffenen Beines, Nachziehen,
deutliche Entlastung, Fraktur der Tibia

Schmerzen Verminderte Aktivitat 1
Verminderte Erregbarkeit auf Reize 2
Krampfe, Lihmungen 3
Gekriimmter Riicken 3
Apathie 3

Einstichstelle Trocken, nicht ndssend, rosa 0
Leicht gerétet, leicht ndssend und 2
o6dematos
Deutlich gerotet, putride 3
Wundinfektion, starke Schwellung,
Hautnekrose

Atmung (Lungenmetastasen) Physiologischer Atmungstyp und - 0
frequenz
Angestrengte Atmung, erhohte 1

Atmungsfrequenz
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Sehr angestrengte Atmung, stark
erhohte Atmungsfrequenz

Dyspnoe, Zyanose




5. Aufzeichnungsmuster Kohlenwasserstoff-Amphiphile zur Irradikation von Osteosarkomen (Az.: 55.2-1-54-2532-142-

2016):

Tier-ID:

Geschlecht:

Herkunft: charles River Laboratorien, Sulzfeld

Versuchsgruppe:

Datum Beginn Experiment:

Versuchstag und

Datum

Belastungsscore

Medikamentengabe

Behandlung inkl.

Andsthesie

Blutentnahme

Inkl. Andsthesie

Micro CT Inkl.

Andsthesie

Gewicht

Unterschrift
durchfiihrende

Person
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