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Osteosarkome sind die hdufigsten
primdr malignen Knochentumoren
und betreffen in erster Linie die Me-
taphysen der langen Rohrenknochen
junger Erwachsener [12]. Es handelt
sich in der Regel um aggressive High-
grade-Tumoren, die bei ausschlieB3-
lich chirurgischer Therapie in iiber
90% der Fille zu Lungenmetastasen
und zum Tod der Patienten fiihren [4].

Hintergrund

Ein High-grade-Osteosarkom gilt zum
Zeitpunkt der Diagnose als systemische
Erkrankung, die in der Mehrzahl der Fl-
le nur mit Hilfe einer neoadjuvanten und
adjuvanten Chemotherapie in Kombina-
tion mit radikaler Resektion heilbar ist.
Als Goldstandard fiir die prognostische
Einschdtzung gilt immer noch das Anfang
der 80er Jahre etablierte ,,tumor mapping®,
bei dem eine Scheibe durch den grofiten
Tumordurchmesser des Resektats nach
neoadjuvanter Therapie vollstindig his-
tologisch aufgearbeitet und auf residu-
elle Tumorinfiltrate untersucht wird
(8 Abb. 1; [13]). Finden sich weniger als
10% vitale Tumoranteile, spricht man von
einem guten Ansprechen auf die Thera-
pie, was wiederum mit einer 10-Jahres-
Uberlebensrate von 73% assoziiert ist. Ein
schlechtes Ansprechen (>10% vitaler Tu-
mor) hingegen ist mit einer deutlich nied-
rigeren 10-Jahres-Uberlebensrate von 47%
vergesellschaftet. Problematisch bleibt,
dass mit Hilfe des ,,tumor mappings“ eine
prognostische Einschitzung der Patienten
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erst nach erfolgter neoadjuvanter Chemo-
therapie und Resektion méglich ist und
entsprechend eine signifikante Anzahl
Patienten eine Therapie erhalt, auf die sie
nicht optimal anspricht (Verhéltnis gu-
tes zu schlechtes Ansprechen ca. 1:1 [4]).
Es darf allerdings nicht unerwéhnt blei-
ben, dass Patienten mit schlechtem An-
sprechen auf die Chemotherapie immer
noch eine bessere Prognose haben als
Patienten, die gar keine neoadjuvante
Therapie erhalten.

Limitation: Tumorgewebe
fiir Forschung

Neben der Seltenheit von Osteosarkomen
leitet sich aus den beschriebenen Behand-
lungsmodalitaten eine weitere Limitie-
rung fiir die Verfiigbarkeit wissenschaft-
lich nutzbarer Gewebeproben ab. Da
eine Alteration des Tumorgenoms durch
die neoadjuvante Chemotherapie nicht
ausgeschlossen werden kann, lassen sich
fiir molekulare Analysen nur Anteile
der Primiérbiopsie verwenden, die nicht
zwingend fiir diagnostische Zwecke be-
notigt werden. Da weltweit immer weni-
ger offene Biopsien durchgefiihrt werden
und vermehrt Nadelbiopsien mit deut-
lich geringerem Gewebevolumen zum
Einsatz kommen, kann von immer mehr
Osteosarkomen kein Frischgewebe zu For-
schungszwecken asserviert werden. Die
Verwendung von Tumorgewebe aus dem
Resektat hitte neben der bereits erfolgten
Chemotherapie des Weiteren einen Se-
lektionsbias zur Folge, da Patienten mit

gutem Ansprechen idealerweise keine
vitalen Tumoranteile mehr aufweisen und
entsprechend unterreprasentiert wiren.

Biomarker

Bis heute gibt es keine etablierten prog-
nostischen oder pradiktiven Biomarker
fiir das Osteosarkom. Zu den am héu-
figsten alterierten Genen gehoren RB1
und TP53. So haben Patienten mit here-
ditdren Retinoblastomen ein erhéhtes Ri-
siko, Osteosarkome zu entwickeln, und
auch bei sporadischen Osteosarkomen ist
RB1 in bis zu 35% der Falle inaktiviert [5,
8]. Ahnlich verhilt es sich mit TP53, das
sowohl im Falle einer Keimbahnmuta-
tion (Li-Fraumeni-Syndrom) gehauft mit
Osteosarkomen einhergeht als auch bei
sporadischen Tumoren in etwa 40% inak-
tiviert ist [11, 16]. Der Verlust der Genex-
pression unterliegt verschiedenen Mecha-
nismen, u. a. Mutationen und Deletionen/
Heterozygosititsverlusten, eine prognos-
tische Relevanz scheint diesen Veridnde-
rungen aber nicht zuzukommen [8].

Vor kurzem konnten wir zeigen, dass
die Expression des Chemokinliganden
CXCLI2 und des Zinkfinger-Proteins
CRIP1 jeweils mit einer giinstigeren
Prognose von Osteosarkompatienten as-
soziiert ist [1, 2]. So haben wir mit Hilfe
von ,MALDI imaging® (Matrix-assisted-
laser-desorption/ionization-Massenspek-
trometrie)-Untersuchungen in verschie-
denen Karzinomen, aber auch in Osteo-
sarkomen, eine aberrante Expression von
CRIP1 (,,cystein-rich protein 1“) nachge-



Genomweites miRNA-Profiling
in 6 Osteosarkomzelllinien

MYC TP53

@Jl ﬂ@

\“\‘“\:“'“\_“\

|

hochreguliert in = 4/6
Osteosarkomzelllinien

Abb. 1 <« Prinzip des
~tumor mappings”: Aufsa-
gen des Resektats in Schei-
ben und Identifizierung des
groBten Tumordurchmes-
sers (@), Zusdgen der Schei-
be fiir die Paraffineinbet-
tung in handelsiiblichen
Kassetten (b), histologische
Aufarbeitung (c)

5 miRNAs aus onkogenen Clustern
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miR-106a-363 von 5 miRNAs aus dem on-
kogenen Cluster 17-92 und
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wiesen. Tatsdchlich zeigte eine Validie-
rung an einem Kollektiv von tiber 200
pratherapeutischen Osteosarkomproben
ein signifikant besseres 10-Jahres-Uber-
leben und eine verminderte Inzidenz
manifester Lungenmetastasen in Osteo-
sarkomen mit CRIP1-Expression [1].

Ein dhnlicher Effekt wurde bei der
Untersuchung der Chemokinrezepto-
ren CXCR4 und CXCR?7 sowie ihres
gemeinsamen Liganden CXCLI12 beob-

O

achtet. Eine aberrante Expression die-
ses Chemokinsignalwegs wurde bereits
bei zahlreichen malignen Tumoren be-
schrieben und iiberwiegend mit einer
schlechteren Prognose in Zusammenhang
gebracht. In unserem Kollektiv von tiber
200 Osteosarkomproben zeigte sich ein
gegenteiliger Effekt, und die Expression
von CXCLI12 konnte mit einem signifikant
besseren Langzeitiiberleben und einer ge-
ringeren Inzidenz an Lungenmetastasen

hochreguliert in = 4/6
Osteosarkomzelllinien

mindestens 4/6 Osteosar-
komzelllinien. (Nach [3],
mit freundl. Genehmigung
des Verlags Elsevier)

assoziiert werden, moglicherweise iiber
eine rezeptorvermittelte Verankerung der
Zellen im Tumor und einer erschwerten
Ablésung in die Zirkulation [2]. CRIP1
und CXCLI2 sind damit vielversprechen-
de Markerproteine, die fiir eine Vorhersa-
ge der Prognose und prinzipiell auch fiir
eine bessere Therapiestratifizierung von
Osteosarkompatienten prospektiv vali-
diert werden sollten.
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Zusammenfassung - Abstract

Das CAS-System

Osteosarkome sind genetisch in der Re-
gel auflerordentlich heterogene Tumo-
ren, bei denen verschiedenste numerische
und strukturelle Aberrationen auftreten.
In einer genomweiten SNP-Chip-Analyse
an 45 pritherapeutischen Osteosarkom-
proben gelang es uns, die Anzahl an He-
terozygosititsverlusten (,,loss of hetero-
zygosity®, LOH) als Mafd der genetischen
Instabilitdt mit der Prognose der Patien-
ten zu korrelieren. Des Weiteren konnten
wir 4 rekurrierende genetische Aberratio-
nen identifizieren, die alle statistisch sig-
nifikant mit dem Uberleben der Patienten
assoziiert waren. Hierzu zihlten Amplifi-
kationen von 6p21 (in 15,6% der Fille),
8q24 (in 15,6% der Fille, beinhaltet MYC)
und 12q14 (in 11,1% der Falle, beinhaltet
CDK4) sowie ein Heterozygosititsverlust
von 10q21.1 (in 44,4% der Fille). Patien-
ten, die mindestens 2 der 4 genetischen
Alterationen aufwiesen, hatten eine sig-
nifikant schlechtere Prognose als solche,
bei denen nur eine oder gar keine der Ab-
errationen nachgewiesen werden konnte.
Tatsachlich erwies sich dieses molekulare
Staging (von uns als CAS, ,,chromosomal
alteration staging®, vorgeschlagen) als pra-
ziser zur prognostischen Vorhersage als
die histologische Regressionsgradbestim-
mung am Resektat, die wie oben beschrie-
ben als Goldstandard gilt [14].

Chromothripsis

Die bei Osteosarkomen zu beobachtende
sehr unterschiedliche Art und Anzahl ge-
netischer Alterationen suggeriert unter-
schiedliche Entstehungsmechanismen der
Tumoren. Erst kiirzlich wurde ein neuer
Mechanismus beschrieben, bei dem es
durch ein singuléres kataklystisches Er-
eignis zum Zerreiflen einzelner oder meh-
rerer Chromosomen kommt und das als
Chromothripsis bezeichnet wurde. Es
resultieren neben Verlusten chromosoma-
ler Abschnitte vollstindig rearrangierte
Chromosomen sowie extrachromoso-
mal amplifizierte Regionen in zufélliger
Art und Weise [9]. Tatsichlich konnte
dieser Mechanismus auch in Osteosarko-
men nachgewiesen werden [15]. Entspre-
chend einer praliminéren eigenen Unter-
suchung finden sich Chromothripsis-
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Zusammenfassung

Osteosarkome sind seltene Knochentumoren
mit einer Inzidenz von etwa 5-6 Féllen/
1.000.000 Einwohner/Jahr. Da sich die Prog-
nose der Erkrankung in den letzten 30 Jah-
ren kaum verdndert hat und z. Z.immer noch
mehr als 30% der Patienten an der Erkran-
kung versterben, ist ein besseres Verstand-
nis der molekularen Tumorentstehung zur
Identifizierung prognostischer und préadikti-
ver Biomarker sowie potenzieller therapeuti-
scher Targets dringend notwendig. Mit Hilfe
genomweiter SNP-Chip-Analysen konnten
wir eine genetische Signatur beschreiben, die
eine prognostische Pradiktion bereits an der
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diagnostischen Biopsie erlaubt. Des Weite-
ren scheint der MikroRNA-Cluster 17-92 bei
Osteosarkomen konstitutiv Giberexprimiert
zu sein. Die hier enthaltenen MikroRNAs sind
in ein regulatorisches Netzwerk zahlreicher
beim Osteosarkom als dereguliert beschrie-
bener Onkogene und Tumorsuppressor-Gene
eingeflochten, sodass es sich hier um einen
zentralen Regulator bei der Tumorentste-
hung handeln kdnnte.

Schliisselworter
Genetische Signatur - Knochentumor - SNP-
Chip-Analyse - MikroRNA - miR-17-92-Cluster

Abstract

Osteosarcomas are rare with an estimated in-
cidence of 5-6 cases per one million inhabi-
tants per year. As the prognosis has not im-
proved significantly over the last 30 years and
more than 30% of patients still die of the dis-
ease a better understanding of the molecu-
lar tumorigenesis is urgently needed to iden-
tify prognostic and predictive biomarkers as
well as potential therapeutic targets. Using
genome-wide SNP chip analyses we were
able to detect a genetic signature enabling a
prognostic prediction of patients already at
the time of initial diagnosis. Furthermore, we

Molecular characterization of osteosarcomas

found the microRNA cluster 17-92 to be con-
stitutively overexpressed in osteosarcomas.
The microRNAs included here are interming-
led in a complex network of several onco-
genes and tumor suppressors that have been
described to be deregulated in osteosarco-
mas. Therefore, the microRNA cluster 17-92
could represent a central regulator in the
development of osteosarcomas.

Keywords
Genetic signature - Bone tumor - SNP chip
analyses - microRNA - miR-17-92 cluster

typische Karyotypen in bis zu 50% bei
Osteosarkomen und sind mit einer un-
glinstigen Prognose assoziiert (unverof-
fentlichte Daten).

Der MikroRNA-Cluster 17-92

MikroRNAs (miRNAs) sind kleine RNA-
Molekiile aus 20-25 Nukleotiden, die
u. a. als posttranskriptionelle Regulato-
ren der Genexpression dienen und iiber
den so genannten RISC (,,RNA-induced
silencing complex®) zur Degradierung
von mRNA-Molekiilen fiithren kénnen
[6]. Haufig sind miRNAs in Clustern or-
ganisiert, die zusammen als polycistroni-
sche Transkripte abgelesen und reguliert
werden. Der miR-17-92-Cluster (auch als
Oncomir-I bezeichnet) gehorte zusam-
men mit seinen beiden Paraloga miR-
106a-363 und miR-106b-25 zu den ersten

Clustern, bei denen eine onkogene Funk-
tion beschrieben wurde [7]. In der Zwi-
schenzeit wurde fiir zahlreiche miRNAs
aus den beschriebenen Clustern eine
Uberexpression in verschiedenen malig-
nen Tumoren sowie eine Rolle bei der Be-
schleunigung des Tumorwachstums, der
Stimulation der Neoangiogenese, bei der
Apoptosehemmung sowie erst kiirzlich
bei der Proliferation und Differenzierung
von Osteoblasten nachgewiesen [17, 18].
Da wir in einem ersten Screening-
ansatz potenzielle Verdnderungen in
der Expression aller bekannter miRNAs
(miRBase-Version 15.0, http://www.mir-
base.org) beim Osteosarkom untersu-
chen wollten, haben wir uns zur Gewiahr-
leistung einer optimalen RNA-Qualitat
fiir die Analyse 6 etablierter Osteosar-
komzelllinien (HOS58, U2-0S, Saos-2,
MNNG/HOS, SJSA-1 und MG-63) ent-



schieden und kultivierte humane Osteo-
blasten (hFOB 1.19) und mesenchymale
Stammzellen (L87/4) als Referenzzellli-
nien verwendet. Die Untersuchung selbst
wurde von Exiqon (Vedbaek, Didnemark)
mit Hilfe von miRCURY™-LNA-Arrays
durchgefiihrt und zeigte eine auffallende
Uberexpression von 5 miRNAs aus den
beschriebenen Clustern (miR-17-5p, miR-
18a, miR-93, miR-106a und miR-106b) in
mindestens 4 der 6 eingesetzten Zellli-
nien im Vergleich zu beiden Referenzen
(8 Abb. 2;[3]). Die Ergebnisse wurden in
der Zwischenzeit von einer unabhéingigen
Gruppe bestitigt [10].

Interessanterweise sind der miRNA-
Cluster 17-92 und seine beiden Paraloga
in ein komplexes regulatorisches Netz-
werk eingeflochten, das u. a. durch MYC
stimuliert und durch TP53 gehemmt
wird. Die einzelnen miRNAs wiederum
sind neben zahlreichen anderen Genen
an der Regulation von FAS und RB1 be-
teiligt, sodass sich zusammen mit deren
kiirzlich beschriebener Rolle in der Osteo-
blastendifferenzierung ein pathogenetisch
relevanter Regelkreis abzeichnet, dessen
weitere Untersuchung auch bzgl. der ge-
nauen funktionellen Zusammenhinge
vielversprechend erscheint.

Schlussfolgerung

Die Wirksambkeit aktueller Therapiepro-
tokolle bei Osteosarkompatienten variiert
erheblich und fiir einen Teil der Patienten
stehen z. Z. noch keine wirksamen und
kurativen Alternativen zur Verfiigung.
Zusammen mit den auflerordentlich
divergenten Karyotypen gibt es daher
zahlreiche Argumente dafiir, dass es sich
beim Osteosarkom nicht um ein einheit-
liches Krankheitsbild handelt. Die disku-
tierten Biomarker (CRIP und CXCLI2),
das CAS-System sowie die genauere
Untersuchung von Chromothripsis und
der Rolle des miR-17-92-Clusters sind
vielversprechende Ansitze, die auf eine
personalisierte Stratifizierung von Patien-
ten mit individueller Einschitzung und
Pradiktion von Prognose und Therapie
hinzielen. Moglicherweise konnen in die-
sem Zusammenhang auch neue therapeu-
tische Targets identifiziert und innovative
Therapieoptionen ermoglicht werden.

Fazit fiir die Praxis

== Die Asservierung pratherapeutischer
Frischgewebsproben (+Normalge-
webe) ist essenziell fiir die Durchfiih-
rung molekularer Analysen und sollte
wenn immer moglich durchgefiihrt
werden.

== Eine klinikiibergreifende Kollabora-
tion ist eine zwingende Vorausset-
zung fiir die weitere Erforschung der
sehr seltenen Osteosarkome.

== Bislang gibt es keine etablierten pro-
gnostischen oder pradiktiven Bio-
marker beim Osteosarkom; die hier
dargestellten Ergebnisse miissen zu-
ndchst an unabhangigen Kollektiven
validiert werden.
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