Aus der Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU)
Mdinchen

Direktor: Prof. Dr. med. Sven Mahner

Etablierung von Organoidmodellen und deren Einfiihrung

in die gynakologische Grundlagenforschung

Habilitationsschrift

Zur Erlangung der Venia Legendi

fur das Fach

Experimentelle Frauenheilkunde und Geburtshilfe

Vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultat

Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Miinchen

von
Dr.rer.nat. Mirjana Kessler

2024



Mome ocu / Meinem Vater



Habilitationsschrift, Dr.rer.nat. Mirjana Kessler

Inhalt
Y oY 4Y.Y o Y o N 2
P 11T U] - P UPPRR PP 3

2.1 Einschrankungen herkémmlicher in-vitro Modelle die in der gynakologischen
Grundlagenforschung Verwendung finden.......coooeeeieeiieeiiee e 3

2.2 Reprogrammierung somatischer Zellen zur Erzeugung von Organoiden aus induzierten
(o1 UL o Yo T A= N =T YA | 1= o Pt 5

2.3 Entdeckung der adulten Stammzellen — die Quelle fiir aus Patientengewebe direkt
abgeleitete OrganoidmMOdell........uuiiiiiiiiiiiee e s s 6

2.4 Embryonale Entwicklungsmechanismen und ihre Verbindung zur Erneuerung der
Mukosa des adulten GenitaltraKEs..........uuuuerreiiiiiiiiiiiiiireerierreerrerrreer e rrrrrarrrrrrrrr———————————————. 9

2.5 Experimentelle Anforderungen zur Beantwortung offener Fragen in der

gYNAKOIOZISChEN FOISCRUNG ...t e e et are e e e e e e e naes 10
A T=] Y=Y v 1 V- PP PPPPPP RPN 12
4. EigENE ATDEITEN.. ... 13

4.1 Entwicklung von Organoiden aus humanem Gewebe des Eileiters und Untersuchungen

zur naturlichen Homoostase und pathogenen Prozessen im Epithel ......................oooo . 13

4.1.1 Erste Langzeitorganoidkultur aus humanem Eileiterepithel...................ccccceeeeen.e. 13

4.1.2. Infektionsmodell mit Chlamydia trachomatis identifiziert epigenetische
Verdnderungen in Eileiterorganoiden in Folge chronischer Infektion ...................uuuu...... 14

4.2. Veranderungen der Stammzellregulation und Alleinstellungsmerkmale der
Ovarialkarzinomorganoide als ModellSyStem...........uuuueiieiiiieiiiiii e 16

4.3 Experimentelle Strategie zum umfassenden Biobanking von Organoiden des
O N T =11 T A1 0o o 1 17

4.4, Interdisziplindre Anwendung der Organoid Technologie- Etablierung alveolarer

Langzeitkulturen als Lungeninfektionsmodell ............ccceeeiiiiiiiiiiiiiee e 20
5. Zusammenfassung und AUSBIcK .................oooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 22
6. AbKUrzUNGSVErZEICANIS ...........oviiiiiiiiii e e e e 25
7. LiteraturverzeiCchnis ... 27
7.1 Eigene PUBIIKAtioNEN c..cccooeeiiieeeeee ettt e e e e e e e 33
L0 F T ] - =1 4 V-5 34




Habilitationsschrift, Dr.rer.nat. Mirjana Kessler

1.Vorwort

Diese Habilitationsschrift stellt als Zusammenfassung fir die kumulative Habilitation die
wichtigsten Erkenntnisse aus langjahrigen Arbeiten vor, welche zur Entdeckung und weiteren
Entwicklung der Organoid-Technologie in der gynadkologischen Grundlagenforschung

tiefgreifende und substanzielle Beitrage erbracht haben.

Das einflihrende Kapitel beschreibt die zu Grunde liegenden theoretischen Aspekte des
Regenerationspotentials im adulten Gewebe, sowie die Schlisselstudien, die die
Konzeptentwicklung von direkt aus Patientengewebe abgeleiteten Organoidmodellkulturen
ermoglicht haben. Dazu werden offene Fragen der gyndkologischen Onkologie und
Reproduktionsmedizin beschrieben, fir deren wissenschaftliche Adressierung die Entwicklung
der Organoidmodelle von grof3er Bedeutung sind. Die wichtigsten Ergebnisse, Charakteristika
der Modelle und ihre Hauptanwendungen bei der Erforschung der Pathologieentstehung im
weiblichen Genitaltrakt, die im Rahmen dieser Habilitation erfolgt sind, werden im Anschluss

prasentiert und diskutiert.

Auf die Details der vorgestellten experimentellen Techniken und eine vertiefte Analyse wird
auf die Originalstudien verwiesen, die im Publikationsverzeichnis dieser Habilitationsschrift

aufgefihrt sind.
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2.Einleitung

2.1 Einschrankungen herkdmmlicher in-vitro Modelle die in der gynakologischen
Grundlagenforschung Verwendung finden

Ein lang erhoffter Durchbruch bei der Entwicklung neuer Therapien fiir gyndkologische
Malignitaten sowie eine Verbesserung der Behandlungsoptionen fiir andere Erkrankungen
des weiblichen Genitaltraktes konnte trotz hoher Erwartungen in den letzten Jahren bisher
nicht erzielt werden. Und dies, obwohl ein enormer technologischer Fortschritt bei
Hochdurchsatz-Sequenzierung, OMIK-Technologien und nicht zuletzt Ansatze der kiinstlichen
Intelligenz in die Wissenschaft eingebracht worden sind. Die Griinde dafir sind vielfaltig,
jedoch ist einer der wichtigsten limitierenden Faktoren ein Defizit an adaquaten
Labormodellen, die fir analytischen Methoden der molekularen Biologie und Zellbiologie
zuganglich sind. Solche experimentellen Modelle wiederum sind erforderlich, um neue
Kausalitdten zu identifizieren und funktionelle Zusammenhange, die sich z.B. aus OMIK-
Untersuchungen von Patientenmaterial ergeben, im Detail zu analysieren. Interpretation von
,Big Data” Ergebnissen basiert groBtenteils auf bereits bestehendem Wissen, weshalb
gualitativ neue Erkenntnisse meistens nur als Hypothese formuliert, werden kdnnen, die
abschlieRend eine experimentelle Validierung bendtigen. Aus diesem Grund bleibt der Aufbau
adaquater Modellsysteme, die die wichtigsten biologischen Eigenschaften eines zu
untersuchenden erkrankten humanen Gewebes abbilden, eine der grofiten
Herausforderungen in der biomedizinischen Grundlagenforschung. Haufig verursachen stark
reduktionistische experimentelle Modelle, die die Komplexitdt humaner Krankheiten nicht
ausreichend erfassen, Probleme bei der Extrapolation der damit erhobenen Daten auf die
klinische Situation von Patienten. Als Konsequenz |asst sich hier die oft niedrige Erfolgsrate
neuer therapeutischer Ansitze nach dem Ubergang von der priklinischen zur klinischen

Testphase anfiihren (Sun et al., 2022; Takebe et al., 2018; Wong et al., 2019).

Uber die vergangenen Jahrzehnte basierte die onkologische Grundlagenforschung auf Studien
mit Zelllinien, die urspringlich aus primdaren Tumoren durch in vitro Immortalisierung etabliert
worden sind. Diese Zellen wachsen haufig als einschichtiger, nicht polarisierter Zellrasen in 2D
Zellkultur und haben phanotypisch wenige Gemeinsamkeiten mit dem hochkomplexen
Zellverbund des Krebsgewebes den man in vivo in Patienten vorfindet. Diese auch heute noch

regelmalig verwendeten Zellkulturlinien sind haufig nach dem Zufallsprinzip in einem wenig
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effizienten Verfahren entstanden, welches Zellen aus chirurgisch gewonnenem
Gewebematerial isoliert und auf das Wachstum in 2D Kulturbedingungen selektiert hat. So
weisen Krebszellen, dhnlich wie alle anderen Primarzellen auch, ein geringes inharentes
Wachstumspotential auf und haben die Tendenz, in der Regel nach wenigen Passagen in einen
Zustand der Seneszenz Gberzugehen (Sherr & DePinho, 2000). Immortalisierte Zellklone sind
daher das Ergebnis einer in vitro Selektion sowie der Anhdufung weiterer Mutationen
und/oder genomischer Verdanderungen in vitro, welche das uneingeschrankte Wachstum
dieser Zellen ermoglichen. Eine grofle Studie des Cancer Genome Atlas Research Networks
(TCGA) zeigte mittels moderner Hochdurchsatzsequenzierung an 178 Fallen Tumorgeweben
von Patientinnen mit Zervixkarzinom geringgradige genomische Aberrationen wie
Deletionen/Amplifikationen, Punktmutationen sowie eine Umverteilung kleinerer Abschnitte
einzelner Chromosomenarme (Cancer Genome Atlas Research et al., 2017). Im Gegensatz
dazu hat eines der heute weltweit meistgenutzten Zellkulturmodelle, die sogenannten Hela-
Zellen, die vor ca. 70 Jahren aus dem fortgeschrittenen Zervixkarzinom von Frau Henrietta
Lachs (1951 verstorben) abgeleitet wurden, einen hypertriploiden (3N) Chromosomensatz mit
76-80 Chromosomen (Macville et al., 1999; Masters, 2002). Weiterhin hat eine detaillierte
molekulargenetische Analyse der 47 haufigst verwendeten Zelllinien in der Erforschung
des high-grade Serésen Ovarialkarzinoms (HGSOC), dem tédlichsten gynakologischen Tumor,
belegt, dass sehr viele der Linien erhebliche Unterschiede im genomischen Profil im Vergleich
zum HGSOC-Gewebe aufweisen (Domcke et al.,, 2013). So stellen Mutationen im
Tumorsuppressorgen TP53 mit fast universeller Pravalenz von ~96 % eine der haufigsten
molekularen Eigenschaften mit maligeblichen Auswirkungen auf die Tumorbiologie der
HGSOC Entitdt dar (Cancer Genome Atlas Research, 2011), allerdings weisen nur ca. 62% der
verwendeten Zelllinien ebenfalls ein mutiertes TP53 auf. Im Weiteren hat die oben genannte
Studie belegt, dass eine PIK3CA Mutation in ~20 % der Zelllinien vorkommt, obwohl die
Mutation in der entsprechenden Patientenkohorte lediglich eine Pravalenz von <1% aufweist.
Allgemein weisen die Krebszelllinien eine ausgepragte klonale Evolution in vitro auf was
ebenfalls in Hinsicht auf die Verwendung dieser Zellen fiir Forschungsexperimente
berlicksichtigt werden sollte (Ben-David et al., 2018). Neben diesen erheblichen
Unterschieden im molekulargenetischen Profil zeigen die verbreiteten 2D Zelllinien erhebliche

Limitationen bezlglich der Abbildung relevanter Signalfaktoren der Zell-Zell-kKommunikation
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sowie der Interaktion von Tumorzellen mit anderen Zelltypen wie sie im Tumor

Microenvironment haufig vorzufinden sind.

2.2 Reprogrammierung somatischer Zellen zur Erzeugung von Organoiden aus
induzierten pluripotenten Zellen

Lange Zeit wurde angenommen, dass Pluripotenz ausschlieRlich einer Eigenschaft
embryonaler Stammzellen ist und somatische, differenzierte Zellen ein irreversibel
festgelegtes Zellschicksal mit begrenztem Wachstumspotenzial haben. Diese Annahme wurde
durch die tagliche Laborerfahrung bei Arbeiten mit primarem Material gestitzt, welche
nahelegte, dass Zellen, die aus adultem Gewebe isoliert werden, in Zellkultur lediglich kurze
Zeit wachsen konnen und schnell in eine Phase der Seneszenz eintreten. Erst im Jahr 2006
konnten Shinya Yamanaka und Kazutoshi Takahashi in einer bahnbrechenden Studie zeigen,
dass adulte Fibroblasten aus der Maus mittels der Expression von nur vier Faktoren OCT3/4,
SOX2, ¢-MYC und KLF4 vollstandig phanotypisch revertieren und die Eigenschaften von
embryonalen Stammzellen annehmen. Diese umprogrammierten Zellen wurden induzierte
pluripotente Stammzellen, iPS-Zellen genannt (Takahashi & Yamanaka, 2006). iPS-Zellen
wurden im Weiteren dazu benutzt, in Kultur unter schrittweiser Zugabe bestimmter Faktoren,
eine kontrollierte Differenzierung in verschiedene Zelltypen der drei Keimblatter Endoderm,
Mesoderm und Ektoderm auszulésen, und somit die Aktivierung organspezifischer
Differenzierungsprogramme durchzufiihren (Lewis-Israeli et al., 2021; McCauley et al., 2017;
Yucer et al., 2021; Yucer et al., 2017). Die resultierenden 3D Zellkulturen, iPS-abgeleitete
Organoide, haben die Ara der Organoidforschung eréffnet und die Etablierung diverser in vitro
Krankheitsmodelle ermoglicht, die bis zum heutigen Tag kontinuierlich verbessert und
weiterentwickelt werden (Abbildung 1A). Dennoch ist der Hauptvorteil der iPS-abgeleiteten
Modelle, ihre absolute Plastizitat und die Moglichkeit, mehrere Zelltypen gleichzeitig/parallel
zu generieren, gleichzeitig auch die hauptsachliche Hiirde im Sinne einer translationalen
Anwendungen dieser Technologie. Die Einhaltung der genauen Reihenfolge einzelner
Differenzierungsschritte im Labor benétigt detailliertes theoretisches und praktisches Wissen,
und entsprechende manuelle Fertigkeiten, um aus iPS-Zellen verwendbare Organoide

erzeugen zu kdnnen.
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2.3 Entdeckung der adulten Stammzellen — die Quelle fir aus Patientengewebe
direkt abgeleitete Organoidmodelle

Parallel zu dem Fortschritt in der iPS Forschung gab es intensive Bemihungen, die Beteiligung
entwicklungsbiologisch relevanter Gene als Regulatoren der funktionellen Homd&ostase im
adulten  Gewebe besser zu  verstehen. Obwohl ein uneingeschranktes
Differenzierungspotential von embryonalen Stammzellen seit langerem bekannt war (Odorico
et al., 2001; Schuldiner et al., 2000), waren die Faktoren und Mechanismen, die zur Kontrolle
der Homdostase und Regeneration des Epithels im adulten Gewebe beitragen, nur wenig
erforscht. Insbesondere wurde die Rolle von Genmutationen in entwicklungsbiologisch
relevanten Signalwegen untersucht, da diese oft als sogenannte Treibermutationen zur
Karzinomentstehung beitragen, wie z.B. APC-Mutationen im Kolonkarzinom, die eine

Aktivierung WNT-Signalwegs verursachen (Kinzler & Vogelstein, 1996; Sansom et al., 2004).

Die apiko-basale Polaritat der Epithelzellen, Zell-Zell Kommunikation zwischen Gewebezellen,
sowie die Wachstumskontrolle sind Kernkomponenten einer gesunden Mukosa. Dazu gehort
auch ein intrinsisches Regenerations- bzw. Erneuerungspotential, welches erlaubt, diejenigen
Zellen, die z.B. durch Umwelteinwirkungen geschadigt wurden, zu ersetzen, um die
Auswirkungen der Schadigung auf das umliegende Gewebe zu limitieren. Durch die Arbeiten
unter anderem der Arbeitsgruppe um Hans Clevers wurde im Laufe der Zeit klar, dass der
WNT-Signalweg, ein bekannter Regulator aus der friihen Embryonalentwicklung (urspriinglich
so genannt nach dem wingless-Signalweg aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und
dem Wirbeltierhomolog integrated-1) (Cox & Peifer, 1998; Morata & Lawrence, 1977), auch

eine entscheidende Rolle bei der Mukosaerneuerung im adulten humanen Darm spielt.

Wie Barker und Kollegen (Barker et al., 2007), in einer Meilensteinstudie im Mausmodell
gezeigt haben, lokalisieren adulte Stammzellen im Darm in den Krypten zwischen den Zotten,
exprimieren den WNT Rezeptor LGR5, erneuern sich selbst lebenslang neu und produzieren
als Tochterzellen neue Epithelzellen, die sich wiederum in voll funktionstiichtige Zellen des
Darmepithels differenzieren. In weiteren Studien ist es Forschern dann gelungen, die
Kulturbedingungen zu definieren, unter welchen diese Zellen im Labor erhalten werden
konnen und dabei die Regenerationsfahigkeit der Zellen beibehalten. Die Arbeiten von Toshiro
Sato (Sato et al., 2009) haben eindrucksvoll gezeigt, dass einzelne LGR5-positive Zellen in vitro

Darmepithelkrypten produzieren kdnnen, ohne Beteiligung von anderen Zelltypen. Wegen der
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sehr hohen Ahnlichkeit des entstandenen Epithelzellenverbandes mit dem Ursprungsgewebe
wurde dieses Modell auch als ,,Organoid” bezeichnet. Diese Entdeckung hat einen Durchbruch
bei den experimentellen in vitro Arbeiten mit Patientenmaterial erreicht, sowie eine Ara der
Forschung an Organoiden aus adulten Stammzellen verschiedenster Gewebe begriindet
(Barker et al., 2010; Fuijii et al., 2018; Huch et al., 2015; Loomans et al., 2018). Im Gegensatz
zu von iPS-Zellen abgeleiteten Vorlaufern sind die isolierten adulten Stammzellen jedoch nicht
pluripotent, sondern sind im organspezifischen Differenzierungsprogramm verankert, so dass
in der entsprechenden in vitro Kultur nur diejenigen Zelltypen entstehen kdnnen, die auch in

dem adulten Gewebe/der Mukosaschicht natiirlich vorkommen (Abbildung.1B).

Die Voraussetzung fir die Organoidbildung und deren Wachstum ist die Einbettung der
Progenitorzellen in eine definierte extrazelluldre Matrix (EZM), Basal Membrane Extract
(BME), welche sich im Wesentlichen zusammensetzt aus Laminin, Kollagen IV, Entaktin und
Heparin-sulfat, sowie der Zugabe definierter Kombinationen von Wachstumsfaktoren, die die
Erhaltung des Stammzellpotentials unterstiitzen. Im Laufe der Jahre hat sich nun gezeigt, dass
zellulare Programme der somatischen Stammzelldifferenzierung in verschiedenen
Organsystemen einen hohen Grad an Konservierung aufweisen und zum Teil von den gleichen
Signalwegen wie im Darm gesteuert werden; neben dem WNT-Signalweg sind u.a. auch die
Signalwege NOTCH, BMP, FGF und EGF beteiligt (Kim et al., 2020). Da die jeweiligen
Kombinationen der notwendigen Wachstumsfaktoren aber im Detail von den speziellen
Bedingungen des Gewebes des jeweiligen Organs abhdngen, musste eine optimale
Zusammensetzung der zuzugebenden Wachstumsfaktoren fiir jedes Organoidsystem
zunachst experimentell bestimmt werden, um eine erfolgreiche Arbeit mit dem Modellsystem
zu ermoglichen. Nur eine addquate und quantitativ abgestimmte Zusammensetzung der
verschiedenen Faktoren bildet eine Signalumgebung, die den Erhalt des Stammzellpotentials

in vitro ermoglicht, und dadurch eine Langzeitexpansion der Kulturen sichert.

Trotz der Komplexitat der Arbeiten zum Aufbau von Organoidmodellen haben sich in
vergangenen Jahren zahlreiche Studien mit der Charakterisierung von Krebsorganoidmodellen
beschaftigt, und belegt, dass die etablierten 3D Zellverbande sehr genau die genetischen und
zellbiologischen Eigenschaften der jeweiligen Ursprungsgewebe widerspiegeln (Sachs et al.,
2018; van de Wetering et al.,, 2015). So wurden in vitro Analysen von Fragestellungen

ermoglicht, die bisher nur in Tiermodellen untersucht werden konnten, wie z.B. zu den
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molekularen Details von Regulationsmechanismen, welche das Regenerationspotential von
Zellen und das Krebswachstum im lebenden Gewebe steuern.  Aus heutiger Sicht kann somit
die Validierung der ersten Organoidmodelle von Karzinomen als wichtiger Meilenstein in der
biomedizinischen und translationalen Forschung betrachtet werden (Ooft et al., 2019). Es hat
sich gezeigt, dass Organoide nicht nur ein allgemein besseres Krankheitsmodel als
herkémmlichen Ziellinien bieten, sie haben darlber hinaus eine Reihe neuartiger
methodologischer Perspektiven eroffnet, wie z.B. die Bestimmung individueller,
patientenspezifischer  Antworten auf eine  zielgerichtete  oder systemische
Medikamentenbehandlung oder die Moglichkeit zur Entdeckung neuer Arzneimittel durch
Hochdurchsatzplattformen in einem dem Gewebe dhnlichen Zellkulturmodel (Vlachogiannis

et al., 2018; Yao et al., 2020).
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Abbildung 1: A) iPS und embryonale Stammzellen sind pluripotent und kénnen sich in Organoidmodelle aller drei
Keimblatter differenzieren. B) Adulte Stammzellen weisen gewebespezifische Differenzierungspotentiale auf,
daraus entstehende Organoide enthalten jeweils nur organspezifische Epithelzelltypen.
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2.4 Embryonale Entwicklungsmechanismen und ihre Verbindung zur Erneuerung
der Mukosa des adulten Genitaltrakts

Der Grofteil des weiblichen Genitaltrakts, die Vagina, der Uterus und die Eileiter,
entwickelt sich aus dem Mesoderm, dem Mittleren der drei Keimblatter, in der Genitalanlage
Ductus paramesonephricus (Miller-Gang). Die Eierstécke entstehen dabei aus nephrogenen
Strangen sowie eingewanderten Keimzellen. Eine zentrale Rolle des WNT-Signalwegs in diesen
Prozessen wurde in einer Studie gezeigt, die belegte, dass WNT4 mutierte Mause keinen
Miller-Gang entwickeln (Vainio et al., 1999). Im Einklang mit diesen Daten hat ein detaillierter
Case Report, der 2004 im NEJM veroffentlicht wurde, eine kausative Punktmutation im WNT4
Gen bei einer Patientin mit Amenorrhoe, fehlendem Uterus und ausgepragten Uberschuss an
androgenen Hormonen identifiziert, die im Hintergrund eines normalen Chromosomensatzes
vorlag (Biason-Lauber et al., 2004). Die beiden Studien bestatigten, dass das WNT4 Protein
eine zentrale Funktion bei der Festlegung der weiblichen Geschlechtsmerkmale aus den
urspriinglich geschlechtsneutralen embryonalen Anlagen tGbernimmt. Die enge funktionelle
Interaktion zwischen der Entwicklung der Genitaltraktes und dem hormonellen Haushalt
wurden ebenfalls deutlich. In vivo Studien in Mausmodellen die mit Hilfe von ,lineage
tracing”/Abstammungsverfolgungsmethoden durchgefiihrt wurden konnten belegen, dass
die Regenerationspotentiale im Uterus und Eileiter wahrend der embryonalen und fetalen
Entwicklung und im reproduktionsfahigen Alter in Bezug auf die Expression der LGR-
Rezeptoren unterschiedlich reguliert werden. So weist der LGR5 Rezeptor, ein bekannter
Stammzellmarker im Gastrointestinaltrakt, wahrend der fetalen Entwicklung ein breites
Expressionsmuster sowohl im Uterus als auch im Eileiter auf, welches bis zur Geburt
vorhanden ist. In adulten Mausen ist Lgr5-Expression jedoch nachweislich nur im Tubo-
ovarialen Ubergang vorhanden (Ng et al., 2014; Seishima et al., 2019). Daten zum humanen
Uterus deuten auf eine durchaus komplexere Situation hin, wobei das LGR5
Expressionsmuster unter Hormonstimulation schwankt, und nicht einer definierten
Stammazellnische entspricht (Tempest et al., 2018). Dementsprechend bleibt die Frage nach
der Identitat der relevanten Stammzelle und ihrer Regulation in der dazugehdrigen Nische im
adulten humanen Genitaltrakt weiterhin offen. Klar ist aber, dass, ahnlich wie in anderen
Organsystemen (z.B. im Gastrointestinaltrakt), exogene WNT-Signale erforderlich sind, um das

Stammzellpotential stabil zu erhalten und Differenzierungsprozesse zu steuern. Eine weitere
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Studie unter Verwendung von lineage tracing im Mausmodell hat gezeigt, dass sich
sekretorische Zellen im Eileiter unter Beteiligung von B- Catenin, dem terminalen Effektor des
WNT-Signalwegs, selbst erneuern und Vorlaufer von ziliierten Tochterzellen sind (Ghosh et al.,
2017). Die Bedeutung dieser Ergebnisse ist am besten im Kontext des neuen Paradigmas zu
verstehen, welches postuliert dass das Serése Ovarialkarzinom aus transformierten
sekretorischen Zellen des Eileiterepithels entsteht (Shih et al., 2021; Wang et al., 2016). Somit
steht der Prozess der Differenzierung sekretorischer Zellen in Richtung ziliierter Zellen als ein
die Fertilitdt beeinflussender Faktor (Lyons et al., 2006) (die Zilienbewegung ist unerlasslich
fiir den Transport von Gameten und Embryo), und potenziell wichtiger onkogener Faktor im
Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Diese Erkenntnisse waren dementsprechend
richtungsweisend fiir die Optimierung der Kulturbedingungen =zur Herstellung von
Organoidkulturen aus humanen Eileiterepithelprogenitoren, einem der zentralen

Meilensteine dieser Habilitationsarbeit.

2.5 Experimentelle Anforderungen zur Beantwortung offener Fragen in der
gynakologischen Forschung

Die Erforschung von Mechanismen hinter der Entstehung von Pathologien im oberen
Genitaltrakt wird durch die Abwesenheit aussagekraftiger, nichtinvasiver diagnostischer
Methoden erschwert. Die vorhandenen Datensatze aus humanem Gewebe sind das Ergebnis
pathologischer ex vivo Untersuchungen von operativ gewonnenen Proben, in der Regel im
Zusammenhang mit fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Obwohl die konsistente Datenlage
zu einer breiten Akzeptanz fiir die Hypothese der Herkunft des Ovarialkarzinoms aus
transformierten Eileiterepithel gefiihrt hat, bleiben noch viele Fragen in Bezug auf Kausalitat
und Sequenz der Transformationsprozesse bestehen (Bowtell et al., 2015; Vaughan et al.,
2011). Im Kontext der Ovarialkarzinomentstehung werden sekretorische Zellen im
Eileiterepithel als mutmaliliche Vorlauferzellen friiher neoplastischer Veranderungen (STICs)
angesehen. STIC-Lasionen (small tubal intraepithelial carcinoma) wurden in Gewebeproben
von BRCA1 Keimbahnvariantentragerinnen nachgewiesen, denen zur Senkung des
Krebsrisikos prophylaktisch die Eierstocke und Eileiter entfernt worden waren (Carlson et al.,
2008; Piek et al., 2003). Neuere NGS-Analysen haben eine genetische Kontinuitat zwischen
Eileiterepithel und Krebszellen nachgewiesen, wobei die einzelnen mechanistischen Schritte

dieser Transformation bisher unklar verbleiben (Ducie et al., 2017). Insbesondere sind Schritte
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und Signale noch zu klaren, welche die Disseminierung von Eileiterepithelzellen des
Fimbrientrichters im distalen Eileiter zur nahegelegenen Oberflache des Ovars hervorrufen.
Weitere Erkenntnisse Uber die zeitliche Reihenfolge der zelluldaren Veranderungen, die zu
invasiven neoplastischen Veranderungen fiihren, sind eine wichtige Voraussetzung fiir die
Identifikation  spezifischer  Biomarker zur diagnostischen  Friherkennung des

Ovarialkarzinoms.

Auch ist der Krankheitsverlauf des Ovarialkarzinoms, der zweithdufigsten Krebsart des
Genitaltrakts in Deutschland, immer noch durch eine schlechte Langzeitprognose
gekennzeichnet, wobei eine ausgepragte Resistenzentwicklung des Karzinoms auf die
Behandlung mit Standardchemotherapien eine der Hauptursachen fiir die hohe Morbiditat
und Mortalitat ist (Colombo et al.,, 2014; Patch et al.,, 2015). In diesem zentralen
Themenbereich der gyndkologischen-onkologischen translationalen Forschung bieten
Organoidmodelle vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten und neue Perspektiven. Die
einmaligen Eigenschaften neuartiger Organoidmodelle, die in dieser Arbeit de novo etabliert
und charakterisiert wurden, eré6ffnen zum ersten Mal die Moéglichkeiten, die Fragestellungen
die Resistenzentstehung und Therapieansprechen systematisch in vitro zu untersuchen.
Organoide aus gesundem Mukosa wiederum er6ffnen die Perspektive realistische
Infektionsmodelle zu bilden, um den moglichen Einfluss von Erregern auf die Pathogenese zu

ermitteln.

Dieser Habilitation befasst sich umfassend mit der Einflihrung neuartiger Organoidmodelle in
die gynakologische Grundlagenforschung, ausgehend von einer initialen Beschreibung der
Schliisselmechanismen, die ein stabiles, langzeitiges Wachstum von 3D Kulturen nach
Isolation adulter Stammzellen aus dem Eileitergewebe von Patienten unterstitzen.
Aufbauend auf diesen Arbeiten ist es gelungen, ein standardisiertes Verfahren fiir den Aufbau
einer lebenden Biobank aus dem Ovarialkarzinomgewebe zu entwickeln, welche zahlreiche
Organoidlinien aus verschiedenen Krankheitsstadien und diversen molekularen
Charakteristika enthalt. Mit Hilfe dieser lebenden Biobank wird es in der Zukunft moéglich, das
Anwendungspotential der Organoidtechnologie in Hinblick auf Testungen von
patientenspezifischen Therapie-Antworten zu nutzen und eine Etablierung pradiktiver in vitro

Assays anzugehen. Diese Arbeit reiht sich somit ein in die anhaltenden Bestrebungen der
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Forschungsgemeinschaft grundlegend neue Technologien und Techniken fiir die Anwendung

in der gynakologischen und onkologischen Forschung zu entwickeln.

3. Zielsetzung

Diese Habilitationsarbeit beschreibt die Etablierung von Langzeitorganoidkulturen aus dem
humanen Eileitergewebe zur Anwendung in Studien zu den zelluldren Ursachen des
Ovarialkarzinoms und dem moglichen Einfluss des inflammatorischen Milieus auf die
Zelltransformation. Dabei wird ein Schwerpunkt auf die Identifikation von Schliisselfaktoren
gesetzt, die den Erhalt des Stammzellpotentials im Gewebe regulieren, sowie deren
Veranderungen wiahrend der Pathogenese. Wegen der dualen Rolle des Eileiters als
Fertilitatsfaktor sowie als Ursprungsgewebe der Krebsentstehung im Ovarialkarzinom hat das
entwickelte experimentelle Modell ein breites Anwendungspotential bei gynikologisch--
onkologischen als auch reproduktionsmedizinischen Fragestellungen. Ein weiterer Fokus des
Habilitationsvorhabens bezieht sich auf die Etablierung von Organoidmodellen aus primarem
Gewebe des High-grade Serdsen Ovarialkarzinoms. Neben der detaillierten Analyse der
Unterschiede bei der Stammzellregulation im gesunden Epithel und dem malignen Tumor und
deren Bedeutung fiir neue therapeutische Ansdtze, sind weitergehende Arbeiten
dahingehend konzipiert und im Sinne einer experimentellen Strategie fur effektives und
reproduzierbares Biobanking umgesetzt worden. Damit ist die zuverlassige Herstellung von
Organoidlinien aus Krebsgewebe umfassender klinischer Prasentationen im klinischen Alltag
gelungen. Die Umsetzung dieser Plattform in vollem Umfang kann somit von groRer
Bedeutung fiir nachfolgende Projekte im Besonderen im Bereich der personalisierten Medizin

sein.

In seiner Gesamtheit umfasst das Habilitationsprojekt somit mehrere Teilprojekte, die sich auf
die Erforschung von Organoiden als Modellsystem zur getreuen Nachbildung biologischer und
pathologischer Prozesse in gesunden und erkrankten Epithelgeweben fokussieren. Durch
Untersuchungen der Mechanismen, die grundlegend das Wachstum und die Differenzierung
in Organoiden steuern, werden neue Zusammenhange in der Krebsentstehung und dem
Krankheitsverlauf identifiziert und bringen neue Ansdtze und langfristige Strategien zur

Losung seit langem bestehender Fragestellungen in der klinisch/onkologischen Forschung ein.
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4. Eigene Arbeiten

4.1 Entwicklung von Organoiden aus humanem Gewebe des Eileiters und
Untersuchungen zur natirlichen Homdostase und pathogenen Prozessen im
Epithel

4.1.1 Erste Langzeitorganoidkultur aus humanem Eileiterepithel

Kessler, M., Hoffmann, K., Brinkmann, V., Thieck, O., Jackisch, S., Toelle, B., Berger, H.,
Mollenkopf, H.J., Mangler, M., Sehouli, J., Fotopoulou, C. & Meyer, T.F. The Notch and Wnt
pathways regulate stemness and differentiation in human fallopian tube organoids. Nature
Commununications 6, 8989 (2015).

Etablierung des ersten Organoidmodells aus humanem Eileiter (Kessler et al., 2015) wurde im
Rahmen dieses Habilitationsprojektes in der Zeitschrift Nature Communications im Jahr 2015
veroffentlicht und gehort zu den wegweisenden Grundlagenarbeiten, die wegen ihrer
Bedeutung und Tragweite zur Referenzstudie des Forschungsfelds geworden ist. Eines der
Hauptziele des Projektes war es, die molekularen Bedingungen zu identifizieren, die die
Erhaltung des Regenerationspotentials adulter Stammzellen steuern und somit auch die
Kultivierung des Eileiterepithels in Form von Organoiden in vitro stabilisieren. Durch
systematisches Austesten von Kombinationen parakriner Signalfaktoren und Standardisierung
des Isolationsprotokolls basierend auf Eileiterresektionen wurde somit ein Verfahren
entwickelt, welches zuverlassig die Generierung von langzeitstabilen Organoidkulturen aus
humanen Eileitern ermdglicht. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat des kanonischen
WNT-Signalwegs und des NOTCH Signalwegs fir die Erhaltung des Stammzellpotentials
notwendig sind, wahrend parallel eine Inhibition des BMP-Signalwegs und bestimmte Typen
des TGFB-Rezeptorsignalwegs durchgefiihrt werden muss. Die Aktivitdt der genannten
Schlisselsignalwege konnte belegt werden mittels lentiviraler Transduktion von WNT-
Reportergenen und durch Analyse von Genexpressionsdaten. Im Weiteren konnte im
Organoidmodell bestatigt werden, dass sekretorische Zellen die Vorlaufer von ziliierten Zellen
sind, was ein wichtiger konzeptioneller Beweis ist, um Validitat des Modelles insgesamt zu
zeigen. Zusatzlich konnte eine Differenzierung von ziliierten Zellen durch gezielte Inhibition
des NOTCH-Signalwegs effektiv induziert werden, was ein wichtiger Nachweis fur die Rolle des

Signalwegs in diesem zentralen Mechanismus der Regulation der epithelialen Homdostase
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erbracht hat. Phanotypische Analysen mittels hochauflésender Konfokalmikroskopie und
Transmissionselektronmikroskopie haben eindrucksvoll gezeigt, dass Eileiterorganoide
wichtige molekularen Marker exprimieren, die aus dem Gewebe bekannt sind (u.a PAXS8,
CA125, CDH1), sowie bedeutende funktionelle Eigenschaften des Eileiterepithels aufweisen,
wie die Prdsenz reifer Zilien und Mikrovilli sowie der apikobasalen Zellpolaritat,
gekennzeichnet durch den Aufbau von Zell-Zell-Adh&sionskomplexen (Tight Junctions, ZA).
Weiterhin konnte mittels Genexpressionsanalysen nachgewiesen werden, dass diese
Organoide auf Hormonstimulation eine physiologische Antwort zeigen. Als Folge dieses
Projekts kénnen nun aus jedem frischen Eileiterzellisolat Organoidkulturen hergestellt
werden, die Gber mehr als 16 Monate in vitro kulturkultiviert werden kénnen. So entstand
eine erste lebende ,Biobank” bestehend aus Eileiterorganoiden, welche die Basis fir
Folgeprojekte in der Infektionsforschung und zur Entstehung des Eierstockkrebs, die weitere

wichtige Teile dieser Habilitationsarbeit darstellen, geschaffen hat.

4.1.2. Infektionsmodell mit Chlamydia trachomatis identifiziert epigenetische
Verdnderungen in Eileiterorganoiden in Folge chronischer Infektion

Kessler, M., Hoffmann, K., Fritsche, K., Brinkmann, V., Mollenkopf, H.J., Thieck, O., Teixeira
da Costa, A.R., Braicu, E.I., Sehouli, J., Mangler, M., Berger, H. & Meyer, T.F. Chronic
Chlamydia infection in human organoids increases stemness and promotes age-dependent
CpG methylation. Nature Communications 10, 1194 (2019).

Nach erfolgreicher Etablierung wurde das Eileiterorganoidmodell als System fir die
Optimierung und Analyse der chronischen Chlamydieninfektion verwendet, einem Prozess,
der im Korper oft asymptomatisch verlduft und zum Tubenverschluss und
Fertilitatsproblemen fihren kann. Ziel des Projekts war es, die Pathogenitat des
intrazelluldaren Bakteriums Chlamydia trachomatis in Hinblick auf dessen Potential zu
untersuchen das humane Eileiterepithel als Wirtsgewebe nachhaltig zu verandern. Der
negative Einfluss aszendierender Chlamydieninfektionen auf die Fertilitdt und Durchlassigkeit
der Eileiter ist epidemiologisch gut belegt (Davies et al., 2016; Mardh, 2004; Svenstrup et al.,
2008; Tsevat et al.,, 2017). Ob eine chronische, oft asymptomatische und langanhaltende
Infektion jedoch tatsachlich die zelluldren Eigenschaften des infizierten Epithels Giber die akute

Infektionsphase und inflammatorische Antwort hinaus beeinflusst, konnte bis zum Einsatz des
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Organoidmodells nicht eingehend untersucht werden. Mittels Organoidkulturen konnte
jedoch ein chronisches Infektionsmodell etabliert werden (Kessler et al., 2019), bei dem sich
Chlamydien Gber mehrere Monate produktiv innerhalb der Eileiterzellen vermehren konnten.
Im Gegensatz zu herkdmmlichen Zellkulturen, bei denen die 2D Zellen in kurzer Zeit nach
Infektion absterben, haben die Organoide einen hohen Grad an Widerstandsfahigkeit und
Reparaturkapazitdt gegeniiber der Infektion gezeigt. Diese Eigenschaften haben es den
Organoidkulturen erlaubt, trotz anhaltender Infektion weiterhin zu wachsen und sich zu
regenerieren und Langzeitwachstum trotz bestehender Infektion fortzusetzten. Die Dynamik
der Wirts-Pathogen-Interaktion, wahrend der akuten Infektionsphase (48h) konnte durch live-
cell Imaging im Detail analysiert werden, indem fluoreszenzmarkierte Epithelzellen und

Chlamydien verwendet wurden.

Im Anschluss wurden unter kontrollierten Laborbedingungen erste longitudinale Experimente
durchgefiihrt, um den Einfluss der chronischen Chlamydieninfektion auf die zellulare und
genomische Ebene zu untersuchen. Methylierungsanalysen haben gezeigt, dass das mit
Chlamydia infizierte Epithel Verdanderungen in der Verteilung methylierter Dinukleotide
(mCpG-Inseln) aufweist, die auf einen beschleunigten Alterungsprozess hindeuten und auf
veranderte Funktion der sogenannten Polycombkomplexe. Diese Studie hat ebenfalls gezeigt,
dass eine Chlamydieninfektion zusatzlich zu der angeborenen inflammatorischen Antwort
eine Induktion von Signalwegen auslost, die die Kontrolle der Zellteilungs- und
Differenzierungsprozesse im Gewebe steuern. Einer dieser neu identifizierten Signalwege wird
von dem durch Chlamydieninfektion in den Organoidzellen induzierten Faktor LIF angesteuert,
einem Faktor, der bisher hauptsachlich fiir seine zentrale Rolle bei der Einnistung des Embryos
in die Gebarmutter bekannt war. Die ektopische Induktion von LIF im Eileiter als Folge einer
Chlamydieninfektion kénnte moglicherweise zum Mechanismus beitragen, der ein stark

erhohtes Risiko fiir ektopische Schwangerschaften nach Infektion vermittelt (Xia et al., 2020).
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4.2. Veranderungen der Stammzellregulation und Alleinstellungsmerkmale der
Ovarialkarzinomorganoide als Modellsystem

Hoffmann, K., Berger, H., Kulbe, H., Thillainadarasan, S., Mollenkopf, H.J., Zemojtel, T.,
Taube, E., Darb-Esfahani, S., Mangler, M., Sehouli, J., Chekerov, R., Braicu, E.I., Meyer, T.F. &
Kessler, M. Stable expansion of high-grade serous ovarian cancer organoids requires a low-
Wnt environment. EMBO Journal 39, e104013 (2020).

Nach der systematischen Untersuchung homoostatischer Prozesse und Mechanismen die die
Differenzierung und physiologische Funktion des Eileiterepithels steuern, wurden
Eileiterorganoide zur in vitro Nachbildung des Prozesseses der Entstehung von Eierstockkrebs
eingesetzt. Um die Sequenz der Tumorentstehung nachzuvollziehen, wurden gezielt die
wichtigsten bekannten Tumorsuppressoren des Ovarialkarzinoms (TP53, PTEN und RB1)
mittels lentiviraler und retroviraler Transduktion spezifischer shRNAs ausgeschaltet. Effektiver
Dreifach-knockdown wurde auf Ebene der Genexpression mittels gPCR und auf Proteinebene
fiir insgesamt 7 Linien bestatigt. Die Erwartung an dieses Experiment war, dass die Storung
der Funktion von Tumorsuppressoren eine unkontrollierte Proliferation auslost.
Uberraschenderweise wurde jedoch durch die gezielte experimentelle Manipulation ein
Wachstumsstop in der Kultur verursacht. Obwohl die Experimente eindrucksvoll gezeigt
haben, dass erwartete phanotypische Verdnderungen als Folge der Inaktivierung der
Tumorsuppressorgene eintreten, wie ein Anstieg von Cyclin E1, Verlust der Polaritat und
Veranderungen der Zellkernmorphologie, erfolgte kein langfristiges intrinsisches Wachstum
der Kulturzellen. In Gegenteil wurden auch gezielte Veranderungen der Kulturbedingungen
bendtigt, um ein stabiles Wachstum der genetisch veranderten Organoide zu unterstitzen.
Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dass eine Krebsentstehung nicht allein durch eine
Akkumulation von Treibermutationen zu erklaren ist, sondern vielmehr als Ergebnis einer
Interaktion der Tumorzellen mit der Mikroumgebung betrachtet werden kann, welches das
Wachstum von transformierten Zellen begtinstigt. Die optimalen Kulturbedingungen die fur
die Expansion von Ovarialkarzinomorganoiden bzw. Eileiterorganoiden mit dreifachem
knockdown der Tumorsupressoren notwendig sind, wurden in Experimenten mit Isolaten aus
primdaren Gewebe zum Zeitpunkt zytoreduktiver Tumorresektion identifiziert. Es hat sich
gezeigt, dass das Ovarialkarzinom-Medium frei vom WNT-Agonist WNT3A sein muss, die

Organoide nur in manchen Fallen von RSPONDIN1 profitieren und das Wachstum begilinstigt
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wird durch eine Aktivierung des BMP-Signalwegs. Dies steht im Gegensatz zu den fir
Eileiterorganoide optimierten Medien, welche starke WNT Stimulation erfordern und das
BMP Signal durch Zugabe von Noggin gehemmt werden muss, um ein langfristiges Wachstum

der Kultur zu ermoglichen.

Dieses flir Tumorzellen optimierte Medium wurde erfolgreich fiir die Etablierung einer
Kohorte von 15 Linien aus 13 Krebspatientinnen genutzt. Ein Vergleich zwischen
Organoidlinien und dem urspriinglichen Gewebe hat auf genomischer (Panel Sequenzierung)
und Genexpressionsebene bestatigt, dass dieses neuartiges Zellkulturmodell alle wichtigen
molekularen Charakteristika des primaren Tumors stabil in vitro beibehalt (Hoffmann et al.,
2020). Diese Ergebnisse haben dadurch einen wichtigen konzeptionellen Beweis erbracht,
dass ein Biobanking-Ansatz mit patientenspezifischen Organoidlinien in der Praxis effektiv
umsetzbar ist. Die prinzipielle Erkenntnis zur Expandierbarkeit von
Ovarialkarzinomorganoiden wurde in parallelen Studien von anderen Arbeitsgruppen
unabhangig bestatigt (Kopper et al., 2019; Senkowski et al., 2023). Dennoch stellt die
projektspezifische Formulierung der Komponenten des Kulturmediums in zwei optimierten
Zusammensetzungen (OCM1 und OCM2) ein Alleinstellungsmerkmal diese Habilitationsarbeit
dar. Die jeweiligen Zusammensetzungen wurden als Patent in der EU und den USA
veroffentlicht und diente fortan als Grundlage zur Etablierung einer umfangreichen Organoid-

Biobank des Ovarialkarzinoms im Folgeprojekt dieser Habilitationsarbeit.

4.3 Experimentelle Strategie zum umfassenden Biobanking von Organoiden des
Ovarialkarzinoms

Trillsch, F., Czogalla, B., Kraus, F., Burges, A., Mahner, S. & Kessler, M. Protocol to optimize
the biobanking of ovarian cancer organoids by accommodating patient-specific differences in

stemness potential. STAR Protocols 4, 102484 (2023).

Stabiles Langzeitwachstum der Organoide ist einer der wichtigsten Faktoren und
Voraussetzungen flr eine erfolgreiche Anwendung in der translationalen Forschung. Die
Expandierbarkeit, Herstellung von Stocks und Zugadnglichkeit fir molekularbiologische
Methoden sind unerlasslich fiir Mittel- bis Hochdurchsatz Assays bei Wirkstofftestungen, und

ermoglichen so eine robuste Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die Zusammensetzung des
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verwendeten Mediums spielt dabei eine entscheidende Rolle, um das Stammzellpotential der
Organoide in vitro zu erhalten. Die oben beschriebenen Grundmedien wurden daher im
Weiteren benutzt um den Ausbau der experimentellen Plattform, die erweiterte
Standardisierung und ein umfassendes Biobanking von Ovarialkarzinomorganoidlinien aus
verschieden Krankheitsstadien voran zu treiben. Aufbauend auf der initialen Studie, die sich
auf Gewebeproben aus primaren zytoreduktiven Operationen fokussiert hatte, wurden die
Indikationen im Folgenden auf rezidivierende Tumoren, im Intervall vorgenommene
zytoreduktive Operationen (post neoadjuvant chemo therapy-NACT) und verschiedene
histologische Subtypen (HGSOC und LGSOC) erweitert, um eine umfassendere Biobank zu

etablieren, die die Komplexitat des Ovarialkarzinoms im klinischen Alltag widerspiegelt.

In der Praxis wurde flir manche der verwendeten Primdrgewebe beobachtet, dass nach
erfolgreicher Zellisolation und Aussdahen in 3D Kulturmedium Organoide geformt werden, die
initiales robustes Wachstum zeigen, welches allerdings tber die Zeit stark nachlasst und
letztlich zu einem Stillstand kommt. Dieses Phanomen geht einher mit Anzeichen zelluldren
Stresses (u.a Vakuolen, Verlust der Zell-Zell-Kontakte) und deutet darauf hin, dass das
Stammpotenzial bei diesen speziellen Kulturen nicht vollstandig durch das standardisierte
Medium stabilisiert werden kann. Diese Erfahrungswerte bekraftigten die Hypothese, dass das
jeweilige Ovarialkarzinomgewebe von Heterogenitat gepragt ist und ein optimales Biobanking
weitere Anpassungen an das individuelle Patientenmaterial im Einzelfall erfordert, um das
gesamte Spektrum der Variabilitdt dieser Tumorentitdt abzudecken. Bei der systematischen
Nachverfolgung dieser Beobachtungen wurde z.B. ein fiir das Wachstum positiver Effekt von
Heregulin B-1 als Zugabe zu den OCM1 und OCM2 Medien nachgewiesen. Heregulin -1 ist
ein l6slicher Faktor, der die epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren ERBB3 and ERBB4
bindet, fir die in der Literatur eine wachstumsférdernde Funktion bei Organoiden berichtet
worden war (Jarde et al., 2016; Kopper et al., 2019). Der positive Effekt von Heregulin -1
wurde flir eine Subgruppe von Tumoren bestatigt, wahrend die Auswirkungen des Faktors auf
andere Gruppen deutlich negativ sind. Um das so erweiterte Spektrum der notwendigen
Wachstumsbedingungen in die Biobanking Prozess einflieRen zu lassen, wurde inzwischen
eine 4-Medien- Konzept als neues Standardverfahren etabliert. Im Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die Isolation der Vorldauferzellen aus dem Primargewebe ein kritischer Schritt ist

und dass bei manchen Proben eine kurzfristige Kultivierung unter 2D Bedingungen und
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anschlielender Umsetzung in 3D Matrix zu einer verbesserten Organoidbildung und

stabileren Langzeitwachstum im Vergleich zu direktem Transfer fihrt.

Zusammen betrachtet haben diese Beobachtungen gezeigt, dass das Stammzellpotential des
Krebsgewebes aus Ovarialkarzinompatientinnen von Heterogenitat gepragt ist, welche zurzeit
anhand von den bekannten Parametern nicht pradiktiv klassifizierbar ist. Somit erfordert ein
erfolgreiches Biobanking eine systematische Anwendung der etablierten und neuer
experimenteller Medien, um optimale Kulturbedienungen zu identifizieren die auf die
jeweilige Patientin spezifisch abgestimmt sind. Ein daraufhin optimiertes Protokoll stellt
sicher, dass das Wachstumspotential in vitro stringent Uberprift wird, bevor die Linien zur
weiteren Verwendung kryo-asserviert werden. Dieses Verfahren bietet einen entscheidenden
Vorteil flr potenzielle spatere Anwendungen der Linien, da das Risiko des Wachstumstopps
in spateren Passagen, und somit ein Verlust der Linie aus dem jeweiligen experimentellen

Ansatz verringert wird.

Weiterhin hat das Projekt bestatigt, dass neben der stringenten Kontrolle der
Kulturbedienungen im Labor und der standardisierten Probenentnahme durch erfahrene
Chirurgen z.B. auch konstante Transportbedingungen fiir die Proben ein weiterer wichtiger
Bestandteil des gesamten Biobanking-Prozesses ist der in den standardisierten
Verfahrensprotokollen (SOPs) beriicksichtigt werden sollte. Nach diesem Verfahren wurde zu
dem Zeitpunkt des Abschlusses dieser Arbeit mehr als 60 Organoidlinien von 54
Ovarialkarzinompatientinnen erfolgreich generiert. Die Effizienz des Verfahrens liegt zurzeit
bei ~50 %, was sowohl eine effektive experimentelle Strategie belegt, und grofe Chancen

eroffnet, um neue Projekte zu konzipieren und experimentell umzusetzen.
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4.4. Interdisziplinare Anwendung der Organoid Technologie- Etablierung
alveolarer Langzeitkulturen als Lungeninfektionsmodell

Hoffmann, K., Obermayer, B., Honzke, K., Fatykhova, D., Demir, Z., Lowa, A., Alves, L.G.T.,
Wyler, E., Lopez-Rodriguez, E., Mieth, M., Baumgardt, M., Hoppe, J., Firsching, T.C., Tonnies,
M., Bauer, T.T., Eggeling, S., Tran, H.L., Schneider, P., Neudecker, J., Ruckert, J.C., Gruber,
A.D., Ochs, M., Landthaler, M., Beule, D., Suttorp, N., Hippenstiel, S., Hocke, A.C. & Kessler,
M. Human alveolar progenitors generate dual lineage bronchioalveolar organoids. Commun
Biol 5, 875 (2022).

Dieses interdisziplindre Projekt war Teil der Anstrengungen wahrend der Covid-19 Pandemie,
um geeignete zelluldre Modelle zur Untersuchung des Wirtzelltropismus von SARS-COV2 in
verschiedenen Geweben zu etablieren und fir die Infektionsforschung zu nutzen. Die
Forschungsvorhaben wurden {iber das Konsortium ,Organo-Strat“ durch das BMBF im
Rahmen der ersten Forderperiode des Netzwerks Universitats-Medizin (NUM) unterstitzt.
Durch die Arbeiten des Teilprojekts Lungenorganoide konnten alveolare Organoide als
Langezeitkulturmodel erfolgreich etabliert werden. Konservierung der Entwicklungs-
regulatoren auf genomischer Ebene und auf Ebene zellbiologischer Mechanismen gehdren zu
den Hauptmerkmalen und Ergebnissen der Evolution, die deutlich in entwicklungs-
biologischen Prozessen zu sehen sind. Die Untersuchungen der Pathogenese in adulten
Geweben haben dennoch in verschiedenen Organsystemen gezeigt, dass
Entwicklungsregulatoren funktionell bei allen Prozessen beteiligt sind, bei denen sich die
Homoostase verandert, sowohl im Krebs, bei degenerativen Erkrankungen als auch in

entziindeten Geweben.

Als Teil dieser Arbeit waren die zellbiologischen Erkenntnisse und gesammelte Expertise liber
Regenerationsmechanismen in adulten Gewebe im Genitaltrakt, die durch
Entwicklungsregulatoren gesteuert sind, auch Wegweisend fiir die Etablierung eines neuen
alveolaren Organoidmodells wahrend der SARS-COV2 Pandemie in den Jahren 2020-2021.Vor
allem die zentrale Bedeutung der lokalen Mikroumgebung im adulten Gewebe fiir die
Regulation des Regenerations- und Differenzierungspotentials wurde auch durch die Studie
zum Lungengewebe deutlich. Obwohl die prinzipielle Abstammung der alveolaren Zellen aus
der HTII-280 positiven Stammzellpopulation schon bekannt war (Barkauskas et al., 2013), war

bis zum Pandemiestart ein Erhalt von Progenitorzellen in vitro und Herstellung einer
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Organoidkultur nicht gelungen, wodurch solche Modelle nicht flr die Infektionsforschung zur
Verfiigung standen. Durch Anwendung systematischer Tests der Kulturbedingungen und
molekulare Analyse der Auswirkungen auf Phdnotyp und Zusammensetzung der
Organoidkultur konnte das Projekt dieses Problem erfolgreich I6sen (Hoffmann et al., 2022),
unabhangig von anderen Gruppen die parallel dhnliche Beobachtungen gemacht haben
(Katsura et al., 2020; Youk et al., 2020). Stabil wachsende alveolare Organoide aus HTII-280
Progenitorzellen wurden etabliert, die > 6 Monaten in Kultur expandiert werden konnten.
Phanotypische Charakterisierung dieser Linien mittels Western Blot und gPCR belegte, dass
Organoide auch nach mehreren Monaten in Kultur charakteristische Differenzierungsmarker
robust exprimieren (NAPSIN, SFTPC, HOPX). Transmissionselektronenmikroskopie konnte
zeigen, dass lamellar strukturierte opake Vesikel von den Organoidzellen gebildet und in das
Lumen ausgeschieden werden, ein wichtiger funktioneller Marker funktionsfahiger
Pneumozyten/AT2-Zellen. Weitere Experimente konnten hier eine besondere Rolle des
GSK3B-Inhibitors CHIR99021 bei der Etablierung und langzeitiger Expansion alveolarer
Organoide identifizieren. Eine detaillierte Expressionsanalyse dieser Organoide mittels single-
cell RNA-Sequenzierung hat ergeben, dass der alveolare Phanotyp plastisch ist und einige
Zellen in den Organoiden auch geringe Levels von Genen exprimieren, die typisch fiir das
Atemwegsepithel sind. Interessanterweise fihrt die Entfernung des GSK3B Inhibitors aus dem
Medium zu einer Umprogrammierung der Zellschicksale in Richtung des respiratorischen
Epithels und Verlust des alveolaren Phadnotyps. Somit, und durch weitere funktionelle
Versuche, konnte die duale Plastizitat der HTII-280+ Progenitorzellen unter dem Einfluss der
Mikroumgebung auf die Differenzierungsprozesse im Lungengewebe nachgewiesen werden,
was ein Alleinstellungsmerkmal dieses Projektes darstellt und einen neuen Beitrag zum

Lungenforschungsfeld geleistet hat.

Die Ergebnisse dieses Projekts bieten somit Hinweise fiir zuklinftige Projekte in der
Lungenforschung, vor allem im Bereich von chronischen Lungenkrankheiten, bei denen in
vielen Fillen die Atiologie und Mechanismen der Pathogenese noch weitgehend unbekannt
sind. Im Rahmen des Lungenorganoidprojektes wurde die neuentwickelte Organoidkultur fir
die Etablierung eines Infektionsmodels am Beispiel des Influenza A Virus angewendet.
Wahrend erfolgreiche Replikation des Virus im Plaque-Assay bestatigt wurde, haben

Expressionsanalyse gezeigt, dass die Wirtszellantwort im Organoidmodell wichtige Faktoren
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(z.B. Interferone) einschliel3t, die auch die Antwort des Lungengewebes auf eine ex vivo

Infektion auszeichnet.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklung adaquater experimenteller in vitro Modellen gehért zu den wichtigsten Zielen
der biomedizinischen Grundlagen- und Translationsforschung. Bisher verwendete, stark
reduktionistische 2D Zellkulturmodelle weichen deutlich in ihrer Biologie von den
Eigenschaften der eigentlichen Gewebe ab, welches sie reprasentieren sollen. Dies kann zu
Problemen bei der Interpretation der in solchen Modellen erhobenen Ergebnisse und der
Extrapolation auf die Situation in den Geweben der Patienten fiihren, mit substanziell
negativen Auswirkungen auf z.B. die Selektion von Wirkstoffen im Prozess der

Medikamentenentwicklung in der praklinischen Phase (Ben-David et al., 2018).

Die Entdeckung des Regenerationspotentials im adulten Gewebe, welches eine
kontinuierliche Erneuerung und Ersatz von geschadigtem Epithel im Erwachsenen ermdéglicht,
hat den Weg fiir die Etablierung der Organoid-Technologie geebnet, die durch Nutzung von
detaillierten 3D Zellkulturmodellen das Potential haben, einen interdisziplindaren Durchbruch
in der biomedizinischen Forschung zu erreichen. Die Entwicklung addaquater Modelle in der
gynakologischen Grundlagenforschung stellte bisher, wegen der eingeschrankten
Moglichkeiten molekulare Analysen am gesunden Gewebe durchzufiihren, eine besondere

Herausforderung dar.

Die humanen Eileiter sind von zentraler Bedeutung fiir die Reproduktion, als Nische fiir die
Fertilisierung der Eizelle, wie auch als Ort an dem die ersten Tage der Embryonalentwicklung
bis zur Implantation der Blastozyste im Endometrium der Gebarmutter (6-10 Tage nach
Fertilisierung) stattfinden. Trotz ihrer wichtigen biologischen Funktion und der Bedeutung fiir
die Gesundheit der Frau sind unsere Erkenntnisse tiber die vielfaltige Rolle des Eileiterepithels
durch die schwer zugangliche Lokalisierung im Abdomen sowie durch eingeschrankte
Moglichkeiten zur Bildgebung in situ immer noch rudimentdr. Neben diesen
reproduktionsbiologisch wichtigen Fragestellungen ist eine Fortsetzung und Ausweitung von
Studien wichtig, die eine detaillierte Erforschung der Eileiterbiologie hinsichtlich ihrer

zentralen Rolle bei der Entstehung des Ovarialkarzinoms untersuchen.
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Im Rahmen diesen Habilitationsarbeit wurden de novo Organoide aus dem humanen
Eileitergewebe etabliert; ein Grundlagenforschungsprojekt, welches die Signalwege
identifiziert hat, die das Langzeitwachstum und die Differenzierung von Vorlduferzellen in
Kultur steuern. Die detaillierte phanotypische Charakterisierung der Eileiterorganoide haben
bestatigt, dass das Organoidepithel die Architektur des Eileiterepithels in vivo widerspiegelt
und auch eine physiologische Antwort auf Hormonstimulation zeigt. Die Originalpublikation
zu diesen Arbeiten (Kessler et al., 2015, Nature Communications) wurde wegen der Bedeutung
fir die wissenschaftliche Gemeinschaft in einem Editorial (Research Highlights) des
Mutterjournals Nature begleitend besprochen. Durch ihre wissenschaftliche Qualitat ist diese
Publikation zu einer Referenzstudie im Feld geworden und wurde bisher 291-mal zitiert
(Clarivate Web of Science Collection, Stand Februar 2024). Durch diese Arbeit wurde die erste

lebende Biobank von Eileiterorganoiden generiert.

Die methodologischen Vorteile des Eileiterorganoidmodells wurde in Folgeprojekten direkt
gezeigt, wie dem ersten chronischen in vitro Infektionsmodell mit dem gramnegativen
intrazellularen Pathogen Chlamydia trachomatis. Diese Arbeit hat es ermoglicht, die
Interaktion zwischen humanen Epithelzellen und Erreger (ber die akute Infektionsphase von
72h hinaus zu analysieren, und Langzeitfolgen der Infektion z.B. auf die Epigenetik der
Wirtszelle zu identifizierten und Hinweise zu finden wie durch Chlamydien verursachte
Entziindungsprozesse nachhaltig die epitheliale Homdostase im Eileiter verandern kdnnen.
Die Erkenntnis, dass die Chlamydieninfektion ein Risikofaktor fiir weitere pathologische
Sequenzen darstellen kdnnen ist von Wichtigkeit fiir die weitere klinische Forschung,
insbesondere da onkologische Studien das Eileiterepithel in direkte Verbindung mit der
Entstehung des Ovarialkarzinoms gebracht haben. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten
bereits wichtige Hinweise darauf geben, dass nicht nur bestimmte, das Wachstum des Tumors
fordernde Mutationen, sondern auch Faktoren aus der Mikroumgebung des Tumors fir die
Biologie des Eierstockkrebses eine zentrale Rolle zukommen. Folgestudien sollen nun vor
allem die Zusammensetzung und Entstehung einer die Transformation fordernden
Mikroumgebung untersuchen, um besser zu verstehen welche Zellen und physiologischen
Prozesse die Signale in situ produzieren, die es mutierten Epithelzellen ermdglichen in das
Ovar zu invadieren. Dazu sollen neueste spatial-transcriptomics Technologien zum Einsatz

kommen die es erlauben, Expressionsprofile einzelner Zelltypen in situ zu identifizieren, die
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mittels sekretierter Faktoren eine Nische fir migratorische Tumorzellen bilden. Auch sollen
Folgestudien kldaren, ob die durch die Chlamydieninfektion induzierte Beschleunigung
genomischer Alterungsprozesse ein Risikopotential flr diesen Prozess darstellt. Im
Besonderen ware es interessant, Organoide aus Patientengewebe zu gewinnen, bei denen ein
Tubenverschluss in der Vergangenheit diagnostiziert wurde, um die bestehenden in vitro

Hinweise auf Anderungen der epigenetischen Ebene ex vivo zu validieren.

Die Strategie zum effektiven Biobanking von Ovarialkarzinomorganoiden wurde wahrend
diese Habilitation erfolgreich entwickelt und umfassend implementiert. Parallel werden
weitere gezielte Arbeiten zur Anpassungen der Kulturbedienungen und des
Zellisolationsverfahrens erforderlich, die zusatzliche Verbesserung der bereits jetzt sehr
robusten Standardprotokolle erreichen. Ziel ist es, den Ausbau der umfangreichen Biobank zu
erweitern mit dem maximalen Ziel, dass fiir jeden Tumor eine entsprechende Organoidlinie
generiert werden kann. Eine entsprechend hohe Effizienz ware von groRe Bedeutung fiir die
weitere Entwicklung der Organoidtechnologie, die z.B. als Point-of-care Test die klinischen

Entscheidungsprozesse im Alltag begleiten kdnnten.

In der Zusammenschau der vorgestellten Projekte ergeben sich klare allgemein giiltige
Schlussfolgerungen zu unserem Verstdandnis wichtiger Pathogeneseprozesse im menschlichen
Korper, sei es im weiblichen Genitaltrakt oder in der Lunge. Alle Daten der hier vorgestellten
Projekte sprechen konsistent dafiir, dass das Zusammenspiel aus adulten Epithelstammzellen
und Signalen aus deren Umgebung ein dynamischer Prozess ist, der auch durch dullere
Faktoren wie Infektionen beeinflusst werden kann. Auch Organoidzellen aus dem
Krebsgewebe sind von der individuellen Mikroumgebung abhdngig, was eine wichtige
Erkenntnis sein kann, um neue und verbesserte therapeutische Konzepte in der Gynakologie
zu entwickeln. Die Gesamtheit der vorgestellten Forschungsansidtze zeigt somit die
Wichtigkeit zellularer Entscheidungsprozesse fiir die Regulation der natiirlichen Homdostase
im Gewebe sowie deren Beitrag zur Krankheitsentstehung- und Verlauf im menschlichen

Korper.

Die Entwicklung neuer methodologischer Konzepte, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt
worden sind, haben zu einem qualitativen Forstschritt der Organoidtechnologie gefiihrt und

malgeblich zur Einfiihrung von Organoidmodellen in die gyndkologische Grundlageforschung
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beigetragen. Weiterhin hat diese Habilitationsarbeit einen bedeutenden interdisziplindaren
Beitrag flir die Lungenforschung erbracht, da das etablierte alveolare Organoidmodell fiir in
vitro Studien mit SARS-COV2 Infektionen wahrend der Zeit der Pandemie angewendet werden
konnte, woraus mehrere Publikationen mit hohem wissenschaftlichem Einfluss entstanden

sind (Faist et al., 2023; Honzke et al., 2022).

Die Organoid-Biobank des Ovarialkarzinoms bietet auch einen hervorragenden
Ausgangspunkt fir vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten im diagnostischen Bereich, zur
personalisierten Testung der Wirksamkeit gezielter Therapien in vitro sowie der detaillierten
Analyse von zelluliren Mechanismen der Resistenzentwicklung auf klinisch relevante
Medikamente. Somit wurden hervorragende Voraussetzungen fiir zukinftige Arbeiten
geschaffen, die unter Anwendung modernster Methoden der Molekulargenetik, wie
CRISPR/CAS9 basiertem Genom-Editing und funktionellen in-vitro Assays, zentrale
Mechanismen der klonalen Evolution des Ovarialkarzinoms in Zukunft entschliisseln werden

kénnen.

6.Abklirzungsverzeichnis

2D Zweidimensionalitat

3D Dreidimensionalitat

APC Adenamatous Polyposis Coli
AT2 Alveolar type Il cells

BME Basal Membrane Extract
BMP Bone Morphogenic Proteins
BRCA1 Breast Cancerl, early-onset
CA125 Cancer-Antigen 125

CDH1 Cadherin 1

Ctr Chlamydia trachomatis
ERBB Erb-b2 receptor tyrosine kinase
EZM Extrazellulare Matrix

25



Habilitationsschrift, Dr.rer.nat. Mirjana Kessler

Hela Zellen
HGSOC

iPS Zellen
KLF4

LGR5
LGSOC
NACT
NUM

OoCM
OCT3/4

OMIK

PIK3CA
PTEN

qPCR

RB-1
shRNA
SARS-COV2
SOX2

STIC

TCGA
TGFB
TP53

WNT

ZA

Henrietta Lacks Zellen

High Grade Serous Ovarian

Induzierte pluripotente Stammzellen

Krippel-like Factor 4

Leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 5
Low Grade Serous Ovarian Cancer

Neoadjuvante Chemotherapie

Netzwerk Universitats-Medizin

Ovarian Cancer Medium

Oktamer-bindender Transkriptionsfaktor 3/4

Technologien die fur die ganzheitliche Analyse von Molekiilen eingesetzt
wird: Genomik, Proteomik, Transkriptomik, Metabolomik

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
Phosphatase and Tensin homolog

qguantitative Polymerase-Kettenreaktion
Retinoblastom 1

small hairpin RNA

Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2
Sex determining Region Y (SRY)-box2

Serous Tubal Intraepithelial Carcinoma

The Cancer Genome Atlas Program

Transforming growth factor

Tumor Protein 53

Zusammensetzung von Wg (Wingless) und Int-1

Zonula adherens
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