Aus der Kinderchirurgischen Klinik und Poliklinik im

Dr. von Haunerschen Kinderspital Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen

Direktor: Prof. Dr. med. Dietrich von Schweinitz

Von Mann und Maus

Translationale priklinische Plattformen fiir solide Tumore

des Kindes- und Jugendalters

Kumulative Habilitationsschrift

zum Erlangen der Venia Legendi fiir das Fach Kinderchirurgie, Medizinische Fakultét

vorgelegt von Dr. med. Ferdinand Wagner

Miinchen, 02. September 2019

Das Klinikum der Universitidt Miinchen ist eine Anstalt des 6ffentlichen Rechts

Offentl. Verkehr: U3, U6, 58 oder N4o0 bis Haltestelle Goetheplatz



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN

SEITE 2 VON 47

Fachmentorat
Prof. Dr. med. Dietrich von Schweinitz
Prof. Dr. med. Irene Schmid

Prof. Dr. rer. nat. Roland Kappler



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 3 VON 47

Inhaltsverzeichnis

1 HINEErGrUNd ....uueiiiverininrinssrressnicssnicsssnicssssssssssesssssesssssssssssessssssssssssssassssssssssssssssssssssassesss &

2 Arbeitsfelder der schriftlichen HabilitationsleiStung..........ccceeeeeevvercscneicscnnccscneccssnneesns 7
2.1 Arbeitsfeld 1: Untersuchung der Effekte von Rapamycin auf das Hepatoblastom am

Mausmodell ........ . . . . . . . ceveseseessnnnee 8

2.2 Arbeitsfeld 2: Ein ektopes humanisiertes Knochenmodell als Plattform fiir die

Erforschung von malignen priméren Knochentumoren........ . . . w11
2.3 Arbeitsfeld 3: Die Translation priiklinischer Daten aus einem ektopen humanisierten
Knochenmodell identifiziert HIF2a als potentiellen Osteosarkommarker .........coccceveeenecene 17

2.4 Arbeitsfeld 4: Ein modulares humanisiertes orthotopes Knochenmodell zur

préklinischen Forschung an primiren Knochentumoren...... . . . w23

4 ANNANG c.ccaneiiiniiiiniininticnnnissstisssstesssstsssssnossssiesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 3 1
4.1 Curriculum vitae........ . . . . . . .. 31
4.2 Aktualisiertes Verzeichnis wissenschaftlicher Abhandlungen ...... . .32
4.3 Bisher abgehaltene Lehrveranstaltungen... . . . . .. 38

4.4 Versicherung an Eides Statt iiber die selbstindige Verfassung der Habilitationsleistung.... 39

4.5 Versicherung an Eides Statt, dass bisher keine Ablehnung eines Habilitationsverfahren

erfolgt ist. . . . . . . . . ..40
4.6 Vorschlige fiir mogliche Gutachter . . . . . . . 41
4.7 Danksagung ... . . . . . . . w42

5 LiteratUr VeI ZEICIIUIS cccoveeeereneeeireeeeereeeeeseecseeseeseasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssansssssssssssseses $3



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 4 VON 47

1 Hintergrund

Zweihundertundelf Kinder sind im Jahre 2015 laut dem statistischen Bundesamt aufgrund
maligner Erkrankungen verstorben (1). Dies entspricht etwa einem Fiinftel aller
Todesursachen in der Altersgruppe von 1 bis 15 Jahren. Die Mehrzahl betrifft Patienten mit
Leukdmien. Fiinfzehn Kinder waren aufgrund von bosartigen Erkrankungen ausgehend von
Knochen- und Knorpelgewebe und 5 Félle aufgrund von bosartigen Lebertumoren verstorben.
Fiir das Hepatoblastom, dem héufigsten malignen Lebertumor des Kindesalters, wird eine
Inzidenz von 0,7-1 Fall pro 1 Million beschrieben (2). Verglichen mit der Gesamtbevolkerung
spiegeln diese Zahlen die Seltenheit solider Malignome im Kindesalter wieder. Daher ist es
nicht verwunderlich, dass nur ein sehr limitiertes Patientenkollektiv zur wissenschaftlichen
Uberpriifung der heute angewandten Therapieansitze zur Verfiigung steht.

Internationale Studiengemeinschaften, wie etwa die SIOPEL (Société Internationale
d’Oncologie Pédiatrique — Epithelial Liver Tumor Study Group) versuchen daher durch einen
Zusammenschluss die Generierung eines moglichst groen, homogenen Patientenkollektiv zu
erreichen (3). Die interdisziplinire Zusammenarbeit von Grundlagenwissenschaftlern,
Pathologen, Radiologen, Kinderchirurgen und Onkologen soll hier maximale Krifte biindeln
und angewandte Therapiekonzepte entwickeln. Durch die dadurch erhaltenen Daten konnte
die chemotherapeutische und onkochirurgische Strategie in den letzten Jahren so optimiert
werden, dass die Uberlebenschance der oft noch sehr jungen Patienten auf iiber 90 Prozent in
der Standard-Risiko-Gruppe gesteigert wurden (4). Jedoch verbleibt bei dieser Erkrankung
eine Hoch-Risiko-Patientengruppe mit weiterhin schlechten Uberlebensraten von nur 45-80%
4,5).

Trotz intensiver internationaler Bemiihungen sind auch fiir den hiufigsten malignen
priméren Knochentumor, dem Osteosarkom, weiterhin schlechte Uberlebensraten beschrieben
(6). Neue neoadjuvante Therapieansidtze und chirurgische Techniken machen eine
Amputation der betroffenen Extremitdt meist nicht mehr notwendig wodurch die
Lebensqualitéit der jungen Patienten deutlich verbessert werden konnte. Dennoch stagnierte
die Gesamtiiberlebensrate vor etwa 20 Jahren und liegt seither unverandert bei 60 bis 70% (7-
13). Mittlerweile hat sich die Forschungsgemeinschaft zu einem transatlantischen Biindnis
zusammengeschlossen um mit Hilfe der EURAMOS (European and American Osteosarcoma
Study Group) das Patientenkollektiv nochmals zu erweitern und neue Wege zu finden (14-
17). Haufige Krebsarten wie Brust- und Colonkarzinom wecken naturgemidf3 ein groBeres

wirtschaftliches Interesse bei Wissenschaftlern und der Chemotherapeutika-produzierenden
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Industrie. Fiir seltenere Malignome stehen dagegen nur wenig finanzielle Mittel zur
Verfiigung um an der Entwicklung neuer wirksamer therapeutischer Substanzen zu arbeiten.
Obwohl es auf chirurgischer Ebene beziiglich Patientensicherheit und der Einfiihrung neuer
hoch-technologisierter Implantaten zur Extremitétenrekonstruktion zu einer kontinuierlichen
Weiterentwicklung und Erhdhung der Lebensqualitit kam, gibt es fiir das Osteosarkom
keinerlei Neuentwicklungen auf dem medikamentdsen Sektor. Die aktuell verwendeten
Chemotherapeutika stehen seit Jahrzehnten zur Verfligung und neue Arzneimittelgruppen
finden kaum Thren Weg in die klinische Anwendung (13).

Als weiteres Problem sind die aktuellen konventionellen priklinischen in vivo
Modelle, welche kein addquates Mittel zur Detektion neuer wirksamer therapeutischer
Substanzen darstellen (13, 18). Im Jahre 2014 bestdtigte Perrin ef al. in einem Beitrag fiir
Nature, dass letztendlich 80% aller im Tiermodell wirksam getesteten Arzneimittel im
Menschen keinen Mehrwert zeigen (19). Hackam et al. haben in einer Analyse aller in
Science, Nature, Cell, Nature Medicine, Nature Genetics, Nature Immunology und Nature
Biotechnology publizierter préaklinischer Studien gezeigt, dass diese in nur 30% je in eine
zuverldssige randomisierte kontrollierte klinische Studie iibertragen werden (20). Insgesamt
werden weniger als 10% aller vielversprechenden in der Grundlagenwissenschaft gewonnen
Erkenntnisse innerhalb von 20 Jahren iiberhaupt an einem Patienten getestet (21). Als
Hauptgrund wird genannt, dass fiir viele der klinischen Fragestellungen schlichtweg die
falschen, nicht-iibertragbaren préklinischen Modelle verwendet werden (22). Aufgrund dieser
Bedenken versuchen sogenannte ,transnationale” Forschungsansitze experimentelle
Laborergebnisse besser in die Klinik zu tibertragen (13).

Die am weitesten verbreitete in-vivo-Plattform zur préklinischen Testung von neuen
Therapeutika ist der Mausorganismus. Trotz der kostengiinstigen und standardisierbaren
Anwendbarkeit von Mausmodellen zur Suche moglicher wirksamer Substanzen ist
mittlerweile klar, dass schon kleinste Unterschiede in den Aminosduresequenzen der Proteine
oder in der Basenpaarabfolge der Genkodierung zu erheblichen Konsequenzen in der intra-
und interzelluliren Signaltransduktion fithren (13). Dies ist vor allem entscheidend, wenn
versucht wird diese mit sogenannten ,,targeted therapeutics* gezielt zu beeinflussen (23, 24).
Obwohl gewisse therapeutische Zielproteine wie zum Beispiel der vascular endothelial
growth factor (VEGF) in Maus und Mann gleich benannt sind, sind deren Zieleffekte
gegebenenfalls unterschiedlich.

Ein aktuell klinisches Beispiel fiir diesen Konflikt ist Denosumab. Diese Substanz

hemmt durch Bindung an den Receptor Activator NF-kB Liganden (RANKL) die Resorption
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von Knochen und wird daher in der Antiosteoporosetherapie eingesetzt (25). Es hat sich in
ersten Studien herausgestellt, dass dieser Inhibitor nur an das humane Proteinprodukt bindet,
jedoch nicht an das murine Gegenstiick (26). Somit konnte dieses Medikament nie an den
standardisierten priklinischen Mausmodellen getestet werden. Potenziell wirksame
Substanzen konnen somit den iiblichen standardisierten murinen Screening-Plattformen zur
Medikamentenfindung entgehen und daher nie weiter untersucht werden (13).

Ein neuer Ansatz ist die sogenannte ,,Humanisierung* von Mausorganismen um diese
Inkompatibilitdt zwischen den verschiedenen Spezies zu umgehen (13, 27-30). Die
,2Humanisierung“ beschreibt die Technik der Integration von menschlichem Zielgewebe in
den Mausorganismus um entsprechende Pathologien wie etwa humane Knochentumore in
einer humanen Mikroumgebung zu untersuchen. Dadurch konnen die zu untersuchenden
menschlichen Tumore in ihrer origindren Umgebung mit den angrenzenden zelluldren und
extrazelluliren Gewebekomponenten auf der gleichen humanen Gen- und Proteinebene
kommunizieren und entsprechend interagieren. Dies hat zum Ziel die gesehenen Resultate mit

hoherer Wahrscheinlichkeit richtig auf das klinische Setting iibertragen zu konnen(13).

Ziel dieser Arbeit war es verschiedene préklinische in-vivo-Modelle fiir die Anwendung an
soliden Tumoren des Kindes- und Jugendalters zu etablieren und die Translation der

Ergebnisse in die Klinik zu bewerten.



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 7 VON 47

2 Arbeitsfelder der schriftlichen Habilitationsleistung

Im Wesentlichen wurden 4 Arbeitsfelder bearbeitet:

1.

Arbeitsfeld 1 beschreibt die préklinische in-vitro- und in-vivo-Testung von

Rapamycin (Sirolimus) und dessen Effekte auf das Wachstum des Hepatoblastoms.
Dieses Medikament wird im Rahmen der Organtransplantation als
Immunsuppressivum verwendet und kann somit im Falle des Leberersatzes bei nicht
resezierbarem Hepatoblastombefall der Leber dienen. (F.Wagner et al. Rapamycin
blocks hepatoblastoma growth in vitro and in vivo implicating new treatment options

in high-risk patients. European Journal of Cancer. 2012 Oktober; 48(15):2442-50.)
(31).

Ein zweites Arbeitsfeld beschreibt die Entwicklung eines ektopen humanisierten

Knochenmodells zur Anwendung am Osteosarkom (F. Wagner et al. A Validated
Preclinical Animal Model for Primary Bone Tumor Research. Journal of Bone and

Joint Surgery Am. (Juni 2016;98(11):916-25.)) (30).

Arbeitsfeld 3 untersucht das unter 2. entwickelte Modell ndher und versucht die
Ubertragung der gewonnen priklinischen Daten in die Klinik (F. Wagner et al. A
humanized bone microenvironment uncovers HIF2 alpha as a latent marker for

osteosarcoma. Acta Biomaterialia (April 2019;89:372-381)) (32).

Arbeitsfeld 4 beschreibt die Entwicklung eines aufwendigeren orthotopen und
modularen humanisierten tissue-engineerten Knochenmodells am Mausfemur. Dieses
wird im Anschluss auf die Anwendbarkeit im Osteosarkom {iberpriift und die
gewonnenen Daten auf den Menschen tibertragen (F. Wagner et a/. Humanization of
bone and bone marrow in an orthotopic site reveals new potential therapeutic targets

in osteosarcoma. Biomaterials 2018 Juli;171:230-246)) (33).

Im Folgenden werden die Arbeitsfelder detaillierter beschrieben und die genannten

Publikationen des Habilitanden zusammengefasst:
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2.1 Arbeitsfeld 1: Untersuchung der Effekte von Rapamycin auf das
Hepatoblastom am Mausmodell

Sirolimus wurde urspriinglich auf der Osterinsel ,,Rapa Nui“ entdeckt. Zunichst wurde
es flir die Applikation als Antimykotikum getestet und daher Rapamycin genannt (34). Im
Laufe der folgenden Jahre hat sich Rapamycin jedoch vor Allem als wirksames
Immunsupressivum erwiesen und somit seine Anwendung in der Organtransplantation
gefunden (35). Guba et al. konnten schlieBlich zeigen, dass Rapamycin im Gegensatz zu
anderen klassischen Immunsuppressiva einen ausgeprigten Antitumor-Effekt aufweist (36).
Dieser wurde insbesondere auf einen antiangiogenetischen Effekt zurilickgefiihrt. Im
Anschluss zeigten mehrere Studien, dass Rapamycin und seine Analoga - die sogenannten
mTOR-Inhibitoren oder Rapaloga — das Wachstum von verschiedensten Tumorentititen wie
etwa Bronchial- und Mammakarzinom hemmen (36). Die Studien zeigten aber auch, dass die
Hemmung des mTOR-Signalwegs nicht nur die Tumorangiogenese, sondern auch die
allgemeine Proliferation von Tumorzellen unterdriickt (34) (Abb. 2.1.1). 2009 wurde
Everolimus als erster mTOR-Inhibitor zur Anwendung im Nierenzellkarzinom in Deutschland
zugelassen (37, 38). Auch in der péadiatrischen Patientenpopulation bestehen bereits
Anwendungen im Falle von benignen Neoplasien wie der Tuberdsen Hirnsklerose (39, 40).
Hepatoblastompatienten werden tiiblicherweise in Standard-Risiko- und Hoch-Risiko-
Gruppen eingeteilt. Zur letzteren Gruppe gehoren auch die sogenannten PRETEXT-IV-
Tumore welche alle 4 Lebersegmente betreffen und oft multifocal die Leber befallen. In
diesen Fillen besteht meist die Indikation zur Transplantation (2, 41). Da hier im Anschluss
eine medikamentdse Langzeit-Immunsuppression notwendig wird, liegt es nahe ein
Immunsuppressivum zu wihlen, welches auch Antitumor-Effekte besitzt. Rapamycin bringt
aufgrund seiner oralen Applikationsform eine besser akzeptierte Anwendbarkeit in Kindern
mit sich. Daher stellte sich die Frage, ob diese Substanz das Wachstum von Hepatoblastomen

hemmen kann und so gegebenenfalls auch als Langzeit-Rezidivprophylaxe dienen kann.
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In der von uns durchgefiihrten Studie erfolgte zunéchst die in-vitro-Testung von
Rapamycin in Bezug auf ein potentielle Wachstumsinhibierung von Hepatoblastomzellen.
Hierfiir erfolgten MTT-Proliferations-Assays mit den drei bekanntesten humanen
Hepatoblastomzellinien HUH6, Heptl und HepG2. In diesen Assays konnte mit ansteigender
Rapamycin-Konzentration im Zellmedium eine zunehmend signifikante Wachstumshemmung
belegt werden (Abb. 2.1.2A). Genauere Untersuchungen ergaben, dass Rapamycin in allen 3
Zelllinien den sogenannten ,,programmierten Zelltod (= Apoptose) induziert (Abb. 2.1.2B)
und die Phosphorylierung - und damit die Aktivierung - der p70s6Kinase hemmt (Abb.
2.1.2C). Dies beweist eine direkte Hemmung des mTOR-Signalwegs (Abb. 2.1.1).

Darauthin erfolgte die in-vivo-Testung von subkutan etablierten HUH-6-
Hepatoblastomen in der immunsupprimierten nu/nu-Balb/c-Maus. Hier konnte nach oraler
Rapamycingabe {iber einen Therapiezeitraum von 21 Tagen ein signifikant kleineres
Tumorvolumen in den behandelten Maiausen im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollegruppe nachgewiesen werden (Abb. 2.1.3). Dabei ergaben sich bereits ab Tag 5
signifikante  Unterschiede. In weiteren Analysen zeigte sich auch hier eine
Dephosphorylierung und somit Deaktivierung der p70s6Kinase. Dies ist mit einer Hemmung
der Proliferation in diesen Tumoren verbunden. Die detaillierten Ergebnisse dieser Arbeit
konnten im European Journal of Cancer publiziert werden (F. Wagner, B. Henningsen et al.
Rapamycin blocks hepatoblastoma growth in vitro and in vivo implicating new treatment

options in high-risk patients. European Journal of Cancer. 2012;48(15):2442-50.) (31).
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Als Konsequenz dieser Arbeit ist Rapamycin in das Studienprotokoll der aktuellen
Hepatoblastom-Studie aufgenommen worden und wird in Féllen der Lebertransplantation als
Immunsuppressivum empfohlen (42-44). Somit konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit
eine Translation der priklinischen Ergebnisse in die Klinik erfolgen. Erste klinische Fille
werden bereits mit Rapamycin oder anderen mTOR-Inhibitoren behandelt. Langzeitstudien

werden den Erfolg dieses Regimes beweisen miissen (44).

F. Wagner et al. | European Journal of Cancer 48 (2012) 2442-2450 2445
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Abbildung 2.1.2. (A) Hemmung des Tumorwachstums durch Rapamycin. Die Zelllinien HUH6, HepT1 und
HepG2 wurden iiber 48h mit aufsteigender Rapamycinkonzentration behandelt. Zellvitalitdts-Analysen (cell
viability) mittels MTT-Assay belegten eine konzentrationssabhidngige Hemmung des Tumorwachstums. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwerte von 3 unabhéngigen Experimenten (+ Standardfehler der Mittelwerte (SEM))
dargestellt. * = signifikante Unterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (0 nM) mit einem p-
Wert < 0.05. (B) Induktion der Apoptose durch Rapamycin. Cleaved Caspase-3-positive Zellen (= apoptotische
Zellen) wurden nach 48-stiindiger Inkubation mit 100nM Rapamycin gezdhlt und der prozentuale Anteil an
apoptotischen Zellen ermittelt (apoptotic cells (%) £SEM). * p < 0.05. (C) Hemmung des mTOR Signalwegs.
Western blot Analyse von nicht-phosphoryliertem und phosphoryliertem p70S6K and 4E-BP1 in Rapamycin-
behandelten (100nM fiir 24h) und unbehandelten Hepatoblastomzellen. B-actin diente als Kontrolle fiir eine
gleich verteilte Proteinkonzentration im Western blot-Gel. Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2012 (31)
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Abbildung 2.1.3. (A) Hemmung des Hepatoblastomwachstums iz vivo. Mause mit humanen subkutanen HUH6-
Tumoren wurden fiir 21 Tage oral mit Smg/kg/Tag Rapamycin behandelt. Eine Kontrollgruppe erhielt nur
Wasser. Das mittlere Tumorgewicht (tSEM) war durch die Behandlung deutlich kleiner als die unbehandelten
Tumore; * p < 0.05. (B) Mittels Western Blot konnte erneut eine Hemmung der phosphorylierten p70SK
nachgewiesen werden (links). Die Quantifizierung des relativen phospho-p70S6K-Proteingehalts im Vergleich
zum f-actin-Gehalt (Kontrollprotein) zeigte hier eine signifikante Hemmung (Graph rechts; * p < 0.05). (C)
Immunhistochemische Farbungen der Tumore belegten einen geringeren Anteil an Ki67-positiven Zellen (braun)
nach Rapamycinbehandlung, entsprechend einer geringeren Proliferationsrate in den Tumoren. Nach
Quantifizierung zeigte sich die Proliferation durch Rapamycin signifikant gehemmt (Graph rechts; * p < 0.05).
Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2012 (31).

2.2 Arbeitsfeld 2: Ein ektopes humanisiertes Knochenmodell als Plattform
fiir die Erforschung von malignen primdren Knochentumoren.

Bei der Untersuchung von Knochentumoren liegt es nahe als humanisiertes Zielgewebe
eine humane Knochenmikroumgebung zu schaffen in welcher die Biologie dieser Neoplasie
naturgetreuer untersucht werden kann. In Vorarbeiten haben Holzapfel, Wagner und
Thibaudaeu et al. ein humanisiertes Knochenmodel auf tissue-engineerter Scaffold-Basis
etabliert (13, 27-29, 45, 46). Hierbei wurden Scaffolds, welche mit humanen Osteoblasten
besiedelt waren, zusammen mit rekombinantem humanem bone morphogenetic protein 7

(thBMP-7) subkutan in immunsupprimierte Mause implantiert. In den folgenden Wochen
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kam es zu einer Bildung von Knochenorganen, welche nicht nur humane
Knochenmatrixbestandteile sondern auch humane vitale mesenchymale Zellen enthielten. In
mehreren Studien wurden Knochenmetastasenmodelle entwickelt in welchen sich humane
Mammakarzinom- und Prostatakarzinomzellen nach systemischer intravendser Applikation
bevorzugt in den implantierten humanisierten Knochenorganen ansiedelten und dort
Metastasen bildeten. Es konnte gezeigt werden, dass die humane Knochenstruktur und deren
interzelluldren Interaktionen mit den Tumorzellen der menschlichen Natur nachgestellt
werden kann. Diese préklinische Forschungsplattform wurde nun bereits intensiv untersucht
und kiirzlich im genauesten Detail unter anderem in Nature Protocols publiziert (29).

Das soeben beschriebene Modell entspricht dem sogenannten ,,Bottom-up““-Ansatz (13,
33). Dieser Ansatz definiert das Aufbereiten und Zusammenfiigen aller einzelnen
Gewebsbestandteile unter extrakorporalen Zellkulturbedingungen vor der Implantation. Die
weitere Etablierung eines Knochenorgans ist dann wesentlich von der in-vivo-Differenzierung
der implantierten Zelltypen wihrend der ersten Wochen nach Implantation abhéngig.

Um eine moglichst vollstindige Humanisierung aller Gewebeanteile zu erreichen
erfolgte in der nun beschriebenen Studie ein sogenannter ,,Top-down‘“-Approach (13, 30).
Dieser Tissue-Engineering-Begriff ist definiert als die Implantation vollstindiger
Gewebestlicke in einen immunsupprimierten Wirt. Hierbei werden moglichst viele ausgereifte
Komponenten eines Gewebetyps integriert. In der nun beschriebenen Studie wurde im
Rahmen von hiiftendoprothetischen Operationen Knochen aus dem Acetabulum von Patienten
gewonnen. Wihrend der Ausfrdsung der Hiiftpfanne fillt zerkleinertes Knochenmaterial an,
welches normalerweise verworfen wird. Da das Becken auch im hoheren Alter das
blutbildende Organ des Menschen darstellt enthdlt das gewonnene Knochenmaterial
zusitzlich hdmatopoetisch aktives Knochenmark (47). Dieses Material wurde zu Zylindern
geformt und mittels Fibrinkleber in seiner Form fixiert. Zusétzlich wurde bei der subkutanen
Implantation der Konstrukte unter die Riickenhaut von immunsupprimierten NOD-scid
Maiusen thBMP-7 zugesetzt. Dies fordert zum einen die Knochenbildung, andererseits wurde
bewiesen, dass es die Ansiedelung von hdmatopoetischen Zellen induziert (48-51).

Zehn Wochen nach Implantation hatten sich unter der Haut der Versuchstiere
Knochenorgane (sog. ,.humanized tissue-engineered bone organs®, hTEBO) gebildet. In den
darauffolgenden Analysen zeigte sich, dass diese zum eine vitale humane zelluldre und
extrazellulire Knochenmatrixanteile, aber auch humane hdmatopoetische Zellen beinhalteten
(Abb. 2.2.1). Um diese humanisierte Knochenmikroumgebung fiir die Forschung an
Knochentumore zu nutzen, erfolgte 10 Wochen nach hTEBO-Implantation die direkte
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Injektion von humanen Osteosarkomzellen (Luc-SAOS-2) in die Konstrukte (Abb. 2.2.2A).
Das Wachstum der Tumore konnte mittels Biolumineszenz-Imaging (BLI) verfolgt werden.
Die etablierten Osteosarkome zeigten nicht nur den héufigsten histologischen Subtyp des
Osteosarkoms - den osteoblastischen Subtyp - sie bildeten zudem in der Mehrzahl
Lungenmetastasen. Da die Pridsenz von Lungenmetastasen entscheidend fiir die Prognose des
Patienten ist, ist dieses Ergebnis von erheblicher Bedeutung fiir die klinische Relevanz des
Modells.

Bei der anschliefenden immunhistochemischen Analyse konnten zusétzlich VEGF und
Periostin im humanisierten Osteosarkomen nachgewiesen werden. Diese sind als wesentliche
Proteinmarker fiir das Osteosarkom beschrieben und sollen prognostische Relevanz fiir den
Verlauf der Erkrankung besitzen (52-54). Zusitzlich wurde erstmals HIF2a in diesen
humanisierten Osteosarkomen detektiert. Bei der Analyse einer Patientenprobe zeigte sich ein
dhnliches Expressionsmuster, wie im humanisierten priaklinischen Osteosarkom (Abb. 2.3.3).
In einer Kontrollgruppe von Méusen, in welcher Osteosarkomwachstum durch die klassische
intratibiale Injektion von Luc-SAOS-2 induziert wurde, konnten diese Marker in den
generierten Tumoren nicht nachgewiesen werden. Dies legt den Schluss nahe, dass das neu
entwickelte humanisierte Osteosarkommodell der Erkrankung im Menschen auftretenden
Erkrankung eher entspricht. Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Journal of Bone and
Joint Surgery (Am) publiziert (F. Wagner, BM. Holzapfel et al.; A Validated Preclinical
Animal Model for Primary Bone Tumor Research. J Bone Joint Surg Am. 2016;98(11):916-
25.) (13, 30).



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 14 VON 47

SN R
vl s
SR S L
hsCD146 %ps fas¥: . AS

G 30K 30K |
Uzox- " 204
(7] )
v n 1.95;
10K 10K .
0 : TTT -‘ I- s | T T 0 TT T T T T
0 10t 107 10° 0 10t 10? 10°
Human CD45 Human CD34

Abb. 2.2.1. Etablierung von ,humanized tissue-engineered bone organs® (hTEBO). Zehn Wochen nach
subkutanem in-vivo-Wachstum in NOD-scid-Mausen entwickelten sich makroskopisch Knochenorgane (A).
Mikrocomputertomographien (LCT) zeigten trabekuldre Strukturen umgeben von einem dufleren Knochenkortex
(B). Histologische H&E-Farbungen zeigten zusitzlich vitale Knochenmarkbestandteile (C). In den
Knochenlakunen fanden sich vitale Osteozyten (Pfeile in D). Wie durch die positive immunohistochemische
Féarbung fiir humanes Osteocalcin (OC) dargestellt, war die Knochenbildung noch immer aktiv (D). Weitere
Féarbungen mit humanspezifischen (hs) Antikorpern gegen CD146 zeigte entsprechend positive Zellen (braun) in
der Nachbarschaft zu Sinusoiden und wurden dadurch als mesenchymale Stamzellen (MSZs) identifiziert (Pfeile
in E). Ein Anti-hsCD45-Antikérper wies humane Leukozyten nach (Pfeile in F). Durchflusszytometrische
Analysen des Knochenmarks der hTEBOs fiir humanes CD45 und CD34 konnten humane hdmatopoetische
Stammzellen nachweisen (E). Tr = Trabekel; Cx = Kortex; BM = Knochenmark; SSC = Side Scatter. Abbildung
modifiziert nach Wagner et al. 2016 und 2018 (13, 30).
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Abbildung 2.2.2. Etablierung eines humanisierten OS-Modells. Fiinf Wochen nach Injektion von Luc-SAOS-2-
Zellen in die hTEBOs (unter radiologischer Kontrolle (A)) zeigte sich im Biolumineszenz-Imaging in 11 von 12
Maiusen ein Osteosarkom (B). pCT-Analysen zeigten eine osteoblastische Formation (C, Pfeil). In der
histologischen Aufarbeitung zeigte sich schlieBlich eine Neoplasie, welche humanes Kollagen I (hsCol-I)
produzierte (G). H&E-Farbungen zeigten Areale mit extensiver Bildung von extrazelluldrer Matrix und Osteoid
(D; Pfeil) benachbart zu Regionen mit hoher Zelldichte (Stern). Mittels Ki67-Farbungen konnte in diesen
Regionen eine erhdhte Zellproliferation (E) nachgewiesen werden. Diese Zellen zeigten sich hsNuMa-positiv
und damit humanen Ursprungs (F). Die Gewebemorphologie zeigte sich dhnlich wie im humanen OS (SH&I).
Abbildung modifiziert nach Wagner ef al. 2016 und 2018 (13, 30).
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Abbildung 2.2.3. Evaluation der Markerexpression in den verschiedenen Modellen und im Menschen.
Immunhistochemische Farbungen zeigten im humanisierten Osteosarkom Inseln mit erhéhter VEGF-Expression
(A). Dies war verbunden mit einer hohen Expression von HIF2a in diesen Arealen (D). Ebenso konnte Periostin
im humanisierten Osteosarkom nachgewiesen werden (G). Die Expression dieser Marker war vergleichbar mit
einer Osteosarkompatientenprobe (B&E&H). In den intratibialen Tumoren konnten diese Marker nicht
nachgewiesen werden (C&F&I). Skalierungsbalken entsprechen 100um. Abbildung modifiziert nach Wagner et

al. 2016 und 2018 (13, 30).
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2.3 Arbeitsfeld 3: Die Translation priklinischer Daten aus einem ektopen
humanisierten Knochenmeodell identifiziert HIF2a als potentiellen
Osteosarkommarker

Um sich selbst ausreichend mit Néhrstoffen versorgen zu kénnen, benétigt ein solider
Tumor zum progressiven Wachstum die Bildung von neuen Blutgefilen (sog.
Tumorangiogenese). Im Zentrum eines rasch wachsenden Tumors entsteht chronischer
Sauerstoffmangel (Hypoxie). Hypoxie ist dabei ein wesentlicher Induktor fiir die Bildung
neuer  Gefile  (sog.  ,Neoangiogenese“) (55). Die  Hypoxie-induzierbaren
Transkriptionsfaktoren (HIF) initiieren dabei eine Signalkaskade, welche zur Neubildung von
Gefdllen fiihrt. Fiir eine Reihe von Tumorentitdten ist die Wichtigkeit von HIFla und HIF2a
belegt (13, 56-58). Zum Beispiel flihrt eine Expressionssteigerung dieser
Transkriptionsfaktoren zu einer Aktivierung des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors
(VEGF). Dieser ist einer der potentesten derzeit bekannten pro-angiogenetischen Faktoren
(59). HIF1a wird dabei friih in der ,,akuten Tumorwachstumsphase* exprimiert und leitet die
ersten Schritte zur Induktion der angiogenetischen Signalkaskade ein. HIF2a steigt spéter in
das Geschehen ein und hat multiple Einfliisse auf Proliferation, Invasion und Zellinfiltration
eines Tumors. HIF2a scheint zusétzlich auf die Regulation der Proliferation und der

Differenzierung adulter mesenchymaler Stammzellen Einfluss zu nehmen (55, 56).

Da die Expression von HIF2a im Osteosarkom bisher nicht beschrieben wurde, lag es
im Hinblick der vorausgehenden Studie nahe, die Expression dieses Markers im Osteosarkom
ndher zu untersuchen (13). Zunéchst galt es die Frage zu klédren, ob die Expression von HIF2a
von der umgebenen Mikroumgebung abhéngig ist. Knochenkonstrukte mit unterschiedlicher
ossiarer Mikroumgebung zu generieren wurden erneut hTEBOs in Mause implantiert (Abb.
2.3.1 fir Versuchsablauf). Dabei wurde in die linke Flanke der Mause ein Knochenkonstrukt
mit thBMP-7 (W\TEBO+) und in die rechte Flanke ein Konstrukt ohne thBMP-7 (hTEBO-)
implantiert. Wie schon in der vorrausgehenden Studie zeigten sich die Konstrukte mit
rthBMP-7 nach 10-wochiger, subkutaner in-vivo-Integration vital mit neu gebildetem
Knochengewebe, die Konstrukte ohne thBMP-7 stellten sich als Knochenreste ohne vitaler
Knochenmatrix und avitalem Knochenmark dar. Somit wurde davon ausgegangen, dass der
Grad der vitalen Humanisierung durch die Zugabe von thBMP-7 erhoht werden kann und
folglich die hTEBO+ als ,,humanisiert, die hTEBO- als ,kaum oder nicht humanisiert*
bezeichnet. Es wurden erneut Luc-SAOS-2-Zellen injiziert (Abb. 2.3.2).



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 18 VON 47

Mittels PCR-Analysen und immunhistochemischer Quantifizierung wurde die
Expression der in der Literatur beschriebenen osteosarkomspezifischen Marker Ezrin, VEGF,
HIFla, HIF2a und Periostin bestimmt (Abb. 2.3.3.). Hier zeigte sich deutlich, dass HIF2a in
den Osteosarkomen, welche von humanisierten hTEBO+ umgeben waren, signifikant hoher

exprimiert wurde als in den Osteosarkomen in den nicht-humanisierten hTEBO-.

J L Tag 0 Woche 10 Woche 15
T — - —\f"'\Q I 1
\ plus thBMP-7

\_/

|
L, ®

N o
Luc-SAOS-2- Gewebeasservierung
Injektion und Analyse

Abbildung 2.3.1. Versuchsablauf. Erlduterungen siehe Text. Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019 (13,
32).
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Abb. 2.3.2. H&E-Farbungen zeigen Unterschiede in der Knochenmikroumgebung innerhalb der hTEBOs. In der
hTEBOs+ Gruppe zeigten sich die Tumore (#) umgeben von Knochenmark (BM) und vitaler Knochenmatrix.
Dies zeigte sich an vitalen Osteozyten innerhalb der Knochenlakunen (weifle Pfeile). Tumore innerhalb hTEBO-
waren nicht von Knochenmark, sondern von fibrésem Gewebe oder Fett (FT) und toter Knochenmatrix (leere
Knochenlakunen ohne Osteozyten; schwarze Pfeile) umgeben. Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019
(13, 32).
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Abbildung 2.3.3. (A) Representative immunhistochemische Abbildungen von Osteosarkomen innerhalb
hTEBOs. (B) Die Genexpression von EZRIN, VEGF, HIF1a, HIF20 und PERIOSTIN wurde als 2"AAct relative
zur Kontrolle (W\TEBO-) + SEM ausgedriickt (hnTEBO- -Genexpression wurde kalibriert zum “house keeping
gene” RPLA13A und als Null gesetzt). (C) Mittlerer prozentualer Anteil positivgefarbter Zellen je Gruppe der
entsprechenden Marker dargestellt als Boxplots. Zahlen innerhalb der Graphen geben den Mittelwert +SEM je
Gruppe an. Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019 (13, 32).

Nun stellte sich als zweite Frage, ob eine Expression von HIF2a in
Osteosarkompatienten zu finden ist, und ob sich hier eine klinische Relevanz fiir die HIF2a-
Expression ergibt. Hierflir standen — auch in Zusammenarbeit mit den Kollegen der
Orthopddie und Pathologie des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitit
Miinchen - mittels Tissue Micro-Arrays histologische Proben von 70 Osteosarkompatienten

vor Chemotherapie zu Verfiigung (Abb. 2.3.4.).
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Abbildung 2.3.4. TMA-Analyse von 70 Patienten (A) Representative immunhistochemische Farbung fiir HIF2a eines
Patienten mit Osteosarkom des Kiefer (jaw, links) und eines Patienten mit Osteosarkom am Femur (Mitte) vor
Chemotherapie (noCtx) und nach Chemotherapie (after Ctx, rechts). Die Graphen zeigen die quantitiative Ergebnis der
immunhistochemischen Analysen beziiglich Lokalisation des Primértumors (B), UICC Stadium (C), histologischem Subtyp
(D) und Ansprechen auf Chemotherapie (E). Die Ergebnisse fiir den mittleren prozentualen Anteil an HIF2a- bzw. VEGF-
positive Zellen (% HIF2o and VEGF positive cells) sind als Boxplots dargestellt. Die graue breite Linie innerhalb der
Boxplots gibt den Mittelwert an, die diinne schwarze Linie den Median. Der kombinierte VEGF-Score nach Saponaro and
Schirosi et al. (CombVEGEF score) ist als Mittelwert je Gruppe dargestellt (+ SEM). # p < 0.050, ## p < 0.01, ### p < 0.001.
Modifiziert nach Wagner et al. 2018 und 2019 (13, 32).
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HIF2a  war  durchgingig in  Osteosarkompatienten = nachzuweisen. Der
durchschnittliche  prozentuale  Anteil an  HIF2a-positiven  Zellen in  der
immunhistochemischen Analyse (%HIF2a) betrug 27,4% + 11,1% in allen Patienten vor
Chemotherapie. Die Proteinexpression von HIF2a war in Osteosarkomen erhoht, welche
primédr am Kiefer lokalisiert waren (Abb. 2.3.4B). In Patienten mit einem UICC-Stadium I
zeigte sich ebenfalls eine Erhohung der HIF2a-Expression im Vergleich zu Stadium-II-

Patienten (Abb. 2.3.4C). Kein Unterschied ergab sich dagegen zwischen T1- und T2-Tumore.

Von anderen Tumoren des Kindesalter ist bekannt, das seine niedrigere Expression von
Tumormarkern mit einer ungiinstigeren Prognose einhergehen. Eine niedrigere Expression
von o-feto-protein (AFP) bei Hepatoblastompatienten korreliert zum Teil mit einer
schlechteren Prognose (60-62). Dies konnte auch fiir Osteosarkompatienten im UICC
Stadium II — mit typischerweise schlechterem Krankheitsverlauf- der Fall sein. Gleichzeitig
kann die Hohe des AFP-Spiegels als Monitoring fiir die Therapie verwendet werden, da nach
Chemotherapie und Resektion dieses Lebertumors typischerweise die AFP-Spiegel im Serum
abfallen.

Zwischen den histologischen Subtypen war kein Unterschied in der HIF2a-Expression
zu erkennen (Abb. 2.3.4D). Jedoch war %HIF2a bei Patienten, welche Chemotherapie
erhielten signifikant niedriger als vor Chemotherapie (p<0.001; Abb. 2.3.4E). Dennoch sind
weitere Untersuchungen notwendig, um zu kliren in wie weit dieses Ergebnis von klinischem

Stellenwert ist.
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2.4 Arbeitsfeld 4: Ein modulares humanisiertes orthotopes Knochenmodell
zur praklinischen Forschung an primdiren Knochentumoren

In einem weiteren Schritt wurde ein modulares orthotopes humanisiertes
Knochenmodell entwickelt. Mittels Scaffold-basierter Technik wurde in vitro aus mehreren
variablen Bestandteilen ein Knochenkonstrukt erzeugt, welches am Femur der Maus platziert
wurde um im weiteren Verlauf eine in-vivo-Differenzierung durchzumachen.

Dabei wurden humane mesenchymalen Progenitorzellen (MPZ) im Rahmen von
Knieprothesen-Operationen isoliert und ein 3-dimensionales resorbierbares tubuléres e-
Policaprolactonsidure-(PCL)-Geriist (Scaffold) mittels Elekromelt-Spinning generiert. Im
Anschluss wurden diese mit Ca-Phosphat beschichtet und mit MPZ besiedelt. Nach 2-
wochiger Proliferationsphase unter Standard-Zellkultivierungsbedingungen erfolgte die
osteogene Differenzierung der MPZ in Osteoblasten fiir weitere 4 Wochen um zusitzlich
weitere Knochenmatrixbestandteile zu produzieren (8). Im Anschluss erfolgte die
Aufbringung eines prékapillarisierten GefaBBnetzwerkes aus humanen umbilikalen vendsen
Endothelzellen (HUVEC) innerhalb eines star-PEG-Heparingeles (Abb. 8A). Fiir die
Versuche wurden immunsupprimierte non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency
(NOD-scid) und NOD-scid-gamma (NSG) Maéiuse verwendet. Es erfolgte am rechten
Oberschenkel ein seitlicher Lingsschnitt entlang des Femurverlaufs. Nach Spaltung des
Tractus iliotibialis wurde das Femur von der umgebenden Muskulatur befreit. Mittels einer
Kaniile wurde eine Corticalisfenster geschaffen und somit der Knochenmarkraum in Richtung
Scaffold er6ffnet. Im Anschluss wurden die vorbereiteten Scaffolds um das exponierte Femur
platziert (Abb. 2.4.1B). Es folgte die Versiegelung mittels einer Fibrinmatrix (TISSEEL). Das
verwendete Fibrin wurde direkt vor Applikation mit 20pg rekombinantem humanem bone
morphogenetic Protein-7 (thBMP-7) vermengt. Im Anschluss erfolgte der schichtweise

Wundverschluss.
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Abbildung 2.4.1. Konstruktion ohTEBCs. Erlduterungen siche Text und (13).

6 Wochen nach Scaffold-Implantation erfolgte die Euthanasie eines Teiles der Méuse.
Das orthotope Knochenmaterial wurde zur weiteren Analyse in allen untersuchten Méusen
neu gebildeter Knochen am Femur konserviert. Dies konnte zum einen mittels Rontgen, aber
auch mit pCT bestitigt werden (Abb. 2.4.2A). Dabei konnte die Neuformierung von
Trabekeln und einer duBleren Neokortikalis (Cx) gefunden werden. In der histologischen
Analyse mittels H&E-Féarbung (Abb. 9B) zeigte sich das Mausfemur (MF) zirkuldr von
neuem Knochen umschlossen, die Trabekelzwischenrdume waren mit Blutmark (BM) und
Fettmark (FM) gefiillt. Das bei Implantation geschaffene Kortikalisfenster, welches einen
Zellaustauch erlauben soll, konnte ebenfalls dargestellt werden (schwarzer Pfeil).

Im Falle der NSG Mause erfolgte zundchst die in-vivo-Formierung des orthotopen
Knochens fiir 5 Wochen. Um eine zusitzliche Humanisierung des Knochenmarks zu
erreichen erfolgte im Anschluss daran eine Knochenmarktransplantation mittels retrobulbirer
Injektion von humanen CD34 positiven hdmatopoetischen Stammzellen (HSZ, Lonza). 15
Wochen nach Transplantation wurde ein Teil der Méuse euthanasiert und das geerntete
Knochenmark mittels Flow-Zytometrie auf den Grad der Humanisierung untersucht.
Immunhistochemische Farbungen fiir CD34 bestitigten, dass sich im Knochenmarksraum
HSZ befinden (Abb. 2.4.21). In der Durchflusszytometrie konnten auch noch 15 Wochen nach
Knochenmarktransplantation humane hdmatopoetische CD45 positive Zellen im geernteten
Knochenmark nachgewiesen werden (Abb. 2.4.2C und im Detail (33)). Fiarbungen fiir
humanspezifisches Kollagen Typ I (hsCol-I) und Nuclear mitotic apparatus protein 1

(hsNuMa) bestitigten, dass Teile der neu gebildeten Knochenmatrix und zelluldre
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mesenchymale Bestandteile menschlichen Ursprungs waren (Abb. 2.4.2D&E).
Bei einem Teil der Tiere erfolgte nach in-vivo-Integration des humanen Knochens und
Knochenmarks dagegen die Injektion von 5x10° Luc-SAOS-2-Zellen direkt in die ohTBECs.
8 Wochen nach orthotoper Luc-SAOS-2-Zellinjektion in NOD-scid-Méusen zeigte sich
mittels BLI (Abb. 2.4.2F) eine Etablierung von Tumoren im orthotopen Knochen und in der
Lunge in jeweils nur 10,0%. Bei der Verwendung von NSG-Méusen zeigte sich dagegen
bereits 7 Wochen nach Tumorzellinjektion eine Etablierung von orthotopen Osteosarkomen in
100% und Lungenmetastasen in 50% der Falle. Histomorphologisch zeigten sich alle Aspekte
eines Osteosarkoms (Abb. 2.4.2G). Die Tumore bildeten pathognomonisches Tumorosteoid
und infiltrierten die  Knochenkortikalis sowie die umgebende  Muskulatur.
Immunhistochemische Férbungen zeigten, dass die Tumorzellen hsCol-I bildeten (Abb.
2.4.2H). Weiterhin zeigten Farbungen fiir hsCD34, hsCol-4 und GFP, dass die mit dem
Scaffold implantierten HUVEC nach 27 Wochen noch immer in den ohTEBCs préisent waren
und der Tumor diese zur Neoaangiogenese zu nutzen scheint (Abb. 2.4.21 und im Detail (33)).
In den Lungen der Tiere zeigten sich ebenfalls Lésionen, welche Osteoid und humanes
nukledres Lamin A/C bildeten (Abb. 2.4.2]). Die proliferierenden Zellen waren somit
ebenfalls humanen Ursprungs. Damit konnten diese als klare Metastasen des orthotopen
Primédrtumors  zugeordnet werden. Es erfolgte zusétzlich die Suche nach
immunhistochemischen relevanten Markern fiir das Osteosarkom. Hier konnte GFAP, VEGF

und HIF20 und EZRIN (Abb. 2.4.2K) nachgewiesen werden.
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Durchflusszytometrie

Abbildung 2.4.2. Analyse des humanisierten Knochens (A-E) und des humanisierten Osteosarkoms (F-K).
Erlduterungen siche Text. Abbildung modifiziert nach Wagner et al. 2018 (13, 33).
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Des Weiteren konnte das Gen C/20rf29 erstmals im Osteosarkom nachgewiesen werden.
Dieses Gen wurde bisher in verschiedenen Geweben des muskoluskelettalen Systems
nachgewiesen und scheint eine Rolle in der Entwicklung des Bewegungsapparates zu spielen (13,
63). In unseren humanisierten Osteosarkomen zeigte sich die Genexpression signifikant hoher als
in ohnTEBCs ohne Tumore und hoher als in unverénderten Kontrollfemora der Maus. Darauthin
erfolgte die immunhistochemische Analyse von Osteosarkomproben von 68 Patienten (Abb.
2.4.3). Die initial beschriebene Co-Expression von Kollagen-Typ-II (Col-II) konnte in den
untersuchten Osteosarkompatienten nicht gefunden werden. In Abbildung 2.4.3A-C sind links
immunhistochemische Féarbungen fiir C120rf29 dargestellt, rechts sich die korrespondierenden
Schnitte mit einem Antikorper fiir Col-II gefdarbt. Wahrend bei einigen Patienten in den
korrespondierenden Arealen Col-II gefunden wurde (Abb. 2.4.3A), gab es gleichwohl Tumore
welche Cl120rf29 exprimierten, jedoch kein Col-II bildeten (Abb. 2.4.3B). Gegensitzliche
Farbungsmuster konnten ebenfalls gefunden werden (Abb. 2.4.3C). Dennoch konnte vor allem
bei Osteosarkom Patienten mit chondroblastischem und osteoblastischem Subtyp eine
regelméBige Expression von C120rf29 nachgewiesen werden. Am hochsten war die Expression
jedoch in den gemischt osteo-chondroblastischen Osteosarkomen (Abb. 2.4.3D). Diese Subtypen
stellen auch die hdufigsten Osteosarkomentititen dar. Auflerdem konnte eine vermehrte
C120rf29-Expression in Tumoren gefunden werden, welche primidr im Kopthalsbereich
lokalisiert waren (Abb.10E). Zusétzlich erfolgten Korrelationsanalysen beziiglich einer
vermehrten Ki67-Expression (als Mal fiir eine erhdhte Zellteilung in den Tumoren) in den
untersuchten Osteosarkomen. Es konnte hier jedoch keine Korrelation mit einer vermehrten

C120rf29-Expression gefunden werden (Abb. 2.4.3D&E).
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Abbildung 2.4.3. Expression von C120rf29, Col-II und Ki67 in Osteosarkompatienten. Erliuterungen siche Text.
Abbildung modifiziert nach Wagner ef al. 2018 (13, 33).



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 29 VON 47

Somit konnte man in der beschriebenen Studie zeigen, dass durch einen Tissue-engineering-
Ansatz eine humanisierte Knochenumgebung an orthotoper Stelle generiert werden kann. Neben
der knochentypischen Matrixarchitektur konnte zusitzlich eine Knochenmarknische geschaffen
werden. Durch eine Knochenmarktransplantation der NSG-Méuse konnte diese zusétzlich mit
humanen hématopoetischen Zellen aller Differenzierungslinien besiedelt werden. Von
herausragender Bedeutung ist ebenfalls die humanisierte vaskuldre Nische, die wir mit unserem
ohTEBC generieren konnten und welche der etablierte Tumor zur Angiogenese zu nutzen
scheint. Diese Mikroumgebung zeigt sich ideal als Plattform fiir ein humanisierten
Osteosarkommodell, welches nicht nur pathomorphologische Eigenschaften, sondern durch das
Vorhandensein von Lungenmetastasen und die Expression von prognostischen Tumormarkern
klinische Relevanz besitzt. Die detaillierten Ergebnisse wurden im April 2018 in er Zeitschrift
Biomaterials mit dem Titel ,, Humanization of bone and bone marrow in an orthotopic site
reveals new potential therapeutic targets in osteosarcoma* verdffentlicht (33). Die allgemeine
Systematik dieses und anderer malignomassoziierter Knochenmodelle wurde 2017 von Martine,
Holzapfel, McGovern und Wagner et al. in Nature Protocols und im Rahmen eines PhD-

Projektes an der Queensland University of Technology verdffentlicht (13, 29).
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3 Ausblick

Das vorgestellte Projekt hatte sich zum einen das Ziel gesetzt neue humanisierte Plattformen
fiir die Knochentumorforschung im Kindes- und Jugendalters zu schaffen und eine Translation

von préklinischen Modellen zu ermoglichen.

Die beide beschriebenen Osteosarkom-Modelle konnen prinzipiell fiir breite Aspekte der
Osteosarkomforschung genutzt werden. Insbesondere das in Arbeitsfeld 2 und 3 verwendete
Modell ist fiir die simple Medikamententestung anzuwenden. Das zweite Tissue-engineering-
Modell ist vor allem durch die mogliche Einbringung von gentechnisch verdnderten Tumor-,
Knochenmatrix- oder Knochenmarkzellen fiir die Untersuchung molekularer Mechanismen der

Knochenbildung und Osteosarkomentwicklung inklusive Metastasierungskaskaden ideal (13).

Die Anwendung des Modells kann prinzipiell auf die Erforschung sekundérer
Knochentumore wie etwa Mamma- und Prostatakarzinommetastasen ausgedehnt werden.
Zusitzlich konnten andere knochenassoziierte Malignome wie das Plasmozytom untersucht
werden. Speziell im Kindesalter wire die Untersuchung der Leukidmie, des Ewing-Sarkoms
sowie die Knochenmarkmetastasierung beim Neuroblastom in der neu geschaffenen

humanisierten Knochenmarknische als ideale Anwendung zu sehen.

Fiir ein aktuelles weiterfilhrendes Projekt wurde ein Doxorubicin-beschichtetes PCL-
Scaffold entwickelt. Im oben genannten orthotopen Osteosarkommodell wird dabei eine
Tumorresektion simuliert und das generierte Scaffold als Defektfiiller eingesetzt. Dieses
resorbiert sich iiber mehrere Jahre hinweg. Simultan wirkt Doxorubicin als lokales
Chemotherapeutikum. Bisher haben die Analysen eine reduzierte systemische Toxizitdt von
Doxorubin gegeniiber systemisch behandelten Kontrolltieren gezeigt. Der Effekt auf eine

langfristige Tumorunterdriickung ist derzeit Gegenstand der Analysen.

Beziiglich der beschrieben Hepatoblastom-Studie werden bereits Patienten nach
Lebertransplantation aufgrund nicht-resektabler Tumore mit Rapamycin oder anderen mTOR-
Inhibitoren behandelt. Der klinische Verlauf dieser Patienten muss nun beobachtet werden. Zu
hoffen ist, dass diese Patienten aufgrund dieser Medikation langfristig tumor- sowie

nebenwirkungsfrei bleiben.
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4 Anhang

4.1 Curriculum vitae

In der elektronischen Version wurde auf den Lebenslauf verzichtet.
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4.3  Bisher abgehaltene Lehrveranstaltungen

In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet.



KLINIKUM DER UNIVERSITAT MUNCHEN SEITE 39 VON 47

4.4 Versicherung an Eides Statt iiber die selbstindige Verfassung der
Habilitationsleistung

In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet.
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4.5 Versicherung an Eides Statt, dass bisher keine Ablehnung eines
Habilitationsverfahren erfolgt ist.

In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet.
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4.6 Vorschlige fiir mogliche Gutachter

In der elektronischen Version wurde auf dieses Dokument verzichtet.
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