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Referat:

Adenokarzinome des Magens und des gastrodsophagealen Uberganges sind eine Gruppe sehr
aggressiver Tumoren des oberen Gastrointestinaltrakts. Mit 952.000 Neuerkrankungen pro
Jahr und einer hohen Mortalitdt (723.000 pro Jahr weltweit) gehoren sie zu den héufigsten
und in der Mehrzahl tdédlich verlaufenden Tumorerkrankungen. Eine unbefriedigende
Therapieresponse und die biologische Heterogenitit dieser Tumorentitit tragen zur schlechten
Prognose bei und unterstreichen die Notwendigkeit der Entwicklung von zielgenauen und
effektiven Therapiestrategien.

In diesem Projekt wurde untersucht, ob sich Schnittkulturen aus Adenokarzinomen des
Magens und des gastrodsophagealen Uberganges erstellen lassen und ob ein Effekt nach
zytotoxischer Therapie in vitro zu erkennen ist. Nach Gewebeentnahme aus operativen
Resektaten erfolgte eine umgehende Préparation im Labor. AnschlieBend wurde das
Tumorgewebe in 400 pum durchmessende Diinnschicht-Préparate geschnitten und iiber sechs
Tage in RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) kultiviert. An verschiedenen
Kultivierungszeitpunkten (Tag 2, 4 und 6) wurde die Morphologie, Tumorzellularitit und
Vitalitdit mittels Auszdhlung der Gesamtzellzahl und der Tumorzellzahl in
immunhistochemisch gefirbten Schnitten analysiert. Zudem wurden die Schnittkulturen iiber
zweil Tage in vitro mit klinisch géngigen Chemotherapeutika fiir das Magenkarzinom (5-FU
und Cisplatin) exponiert.

Wir konnten zeigen, dass sich das Tumorgewebe mit nur geringen histomorphologischen
Veridnderungen iiber sechs Tage erfolgreich kultivieren lieB. Die Morphologie der
Tumorzellen, die Driisenarchitektur sowie das umliegende Stromagewebe blieben iiber den
gesamten Kultivierungszeitraum gut erhalten. Es wurde kein signifikanter Abfall in der
Gesamtzellzahl und Tumorzellzahl beobachtet, was die Stabilitdit und Vitalitdt der

Schnittkulturen bestétigt.
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Der Kultivierungszeitraum von 6 Tagen ermoglicht es, in diesem System verschiedene
Experimente durchzufiihren. Nach zwei Tagen Exposition mit Chemotherapeutika in vitro
konnten vermehrt Chemotherapie-induzierte Prozesse wie die Erhohung des Anteils
apoptotischer Zellen und eine Senkung der Tumorzellularitit dargestellt werden. Diese in
vitro Chemotherapie-Response konnte jedoch nicht bei jeder Patientenprobe beobachtet
werden, was die klinische Erfahrung beziiglich unterschiedlich ausgeprigter und teils
fehlender in vivo Response der Magenkarzinome und Karzinome des gastrodsophagealen

Ubergangs auf Chemotherapie widerspiegelt.



1. Einleitung

Im folgenden Abschnitt wird die Tumorentitit des Magenkarzinoms und der Karzinome des
gastrodsophagealen  Uberganges im  Allgemeinen dargestellt. Es werden die
Herausforderungen zur Verbesserung der Therapie durch klinische und praklinische

Forschungsansitze skizziert.

1.1 Magenkarzinom und Karzinome des gastroosophagealen Uberganges

Magenkarzinome und Karzinome des gastrodsophagealen Uberganges sind maligne
epitheliale Tumore, die sich morphologisch am haufigsten als Adenokarzinome darstellen [1].
Zu den klassischen Lokalisationen der Magenkarzinome gehéren der Magenkorpus und das
Antrum. Abgrenzbar von diesen Lokalisationen sind die Karzinome des gastrodsophagealen
Uberganges (Adenocarcinoma of the esophagogastric junction, AEG), die in folgende drei
Typen nach Siewert unterschieden werden konnen: Adenokarzinome des distalen Osophagus
(AEG Typ I), Adenokarzinome der Kardia (AEG Typ II) und subkardial gelegenen
Adenokarzinome des Magens (AEG Typ III) [2]. In der aktuellen deutschen S3-Leitlinie
,Magenkarzinom® werden zwar beide Lokalisationen (Kardia- und nicht-Kardia-
Magenkarzinome) in einer Gruppe zusammengefasst, jedoch sind Unterschiede hinsichtlich

der Epidemiologie, der Pathogenese und der Prognose beider Lokalisationen vorhanden [3].

Epidemiologie

Mit 952.000 Neuerkrankungen und einer hohen Mortalitit von 723.000 Todesfdllen im Jahr
2012 gehoren Magenkarzinome und AEG zu den hiufigsten und in der Mehrzahl der Fille
todlich verlaufenden Tumorerkrankungen weltweit [4]. Wéhrend die Inzidenz der distalen
Magenkarzinome sinkt [5], kann eine zunehmende Inzidenz von Neuerkrankungen im Bereich
der AEG-Karzinome insbesondere in der westlichen Welt beobachtet werden [6,7]. Dies ist
teilweise durch die Zunahme der Adipositas und der chronischen gastro-6sophagealer
Refluxkrankheit zu erkldren [8]. Die Abnahme der distalen Magenkarzinome in der
westlichen Welt hingegen ldsst sich u.a. auf eine reduzierte Helicobacter pylori (H. pylori)
Infektionsrate, bessere Nahrungsmittelhygiene und sinkenden Tabakkonsum zuriickzufiihren
[9]. Beim Magenkarzinom lédsst sich eine ungleiche weltweite Verteilung der Inzidenz
erkennen, die auf unterschiedlichen regionalen Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten und
unterschiedlicher Prévelenz von H. pylori Infektionen beruht [10]. Die hochsten Inzidenzraten
werden in Ostasien, Osteuropa und Siidamerika und die niedrigsten Raten in Nordamerika

beschrieben [11].



Atiologie und Pathogenese

Das Magenkarzinom entwickelt sich wie andere gastrointestinale Tumore als mehrstufiger
Prozess iiber eine chronische Gastritis, Schleimhautatrophie, intestinale Metaplasie und
Dysplasie zu einem Karzinom [12]. Bei 50 % der Patienten mit langjéhriger H. pylori-
Infektion entwickelt sich eine chronische Typ-B-Gastritis mit atrophischen
Schleimhautveranderungen [13]. Weitere Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines
Magenkarzinoms sind Tabakkonsum [14], eine salzreiche Erndhrung [15] und hoher
Alkoholkonsum [16].

Die Hauptrisikofaktoren fiir AEG-Tumoren sind Adipositas [17] und die gastrodsophageale
Refluxerkrankung [18]. Ca. 10 % der Patienten mit einer Refluxerkrankung leiden an einer
Refluxdsophagitis; hierbei flihrt hdufiger Reflux von Magensekret zu einer Entziindung der
distalen Osophagusschleimhaut. Bei wiederum ca. 10 % dieser Patienten entwickeln sich in
der Folge metaplastische Schleimhautverdnderungen (Barrett-Schleimhaut). Aus dieser
metaplastisch verdnderten Schleimhaut entsteht in ca. 10 % der Fille iiber die
Gesamtlebensspanne ein Adenokarzinom [19]. Neuere Studien stellen diese Zahlen zum Teil
in Frage [20,21].

90 % der Magenkarzinome treten sporadisch auf, und in 10 % der Fille ist eine familidre
Hiufung zu erkennen. Zu den erblich bedingten Magenkarzinomen (1-3 %) zdhlen folgende
Typen: hereditary diffuse gastric cancer (HDGC) [22] und gastric adenocarcinoma and
proximal polyposis of the stomach (GAPPS) [23]. Beim HDGC liegen ursdchlich meist
Alterationen des E-Cadherin-Gens (CDH1) vor [24,25], wohingegen beim GAPPS bisher
keine ursdchlichen Genmutationen identifiziert werden konnten [23].

Die molekulare Pathogenese bei sporadisch auftretenden Magenkarzinomen ist komplex und
beinhaltet viele genetische und epigenetische Alterationen, chromosomale Aberrationen und
verdnderte Signalkaskaden. Diese Alterationen und verdnderten Signalkaskaden bieten
moglicherweise Ansatzpunkte fiir die Entwicklung neuer zielgerichteter pharmakologischer
Substanzen. Die Amplifikation des humanen epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor 2
(human epidermal growth factor receptor 2, HER2) spielt hierbei eine wichtige Rolle. Der
HER2-Rezeptor gehort zu der Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren und ist
beteiligt an der Signalkaskade fiir Zellwachstum und Zelldifferenzierung [26]. Eine
Uberexpression des epidermalen Wachstumsfaktor (Epithelial Growth Factor, EGF) liegt bei
rund 30 % aller Magenkarzinome vor [27]. Der EGF-Rezeptor ist ein transmembraner
Glykoproteinrezepter der EGF Familie, dessen Aktivierung eine Phosphorylierung von

intrazelluliren Tyrosinkinasen und nachfolgenden Aktivierung von Signalkaskaden wie



Ras/Raf/MAPK oder Akt/mTOR bewirkt [28,29]. Insgesamt sind 15 % aller Magenkarzinome
HER2-positiv, dabei weist der intestinale Typ nach Lauren eine hédufigere HER2-positive
Rate (33 %) auf als der diffuse Typ mit nur 6 % HER2-positiven Féllen [30].

Histologie

Die morphologische und molekulare inter- und intratumorale Heterogenitit sind
charakteristisch fiir Magen- und AEG-Karzinome. Héufig sind mehrere verschiedene
histologische Muster in einem Tumor zu erkennen [31]. Traditionell konnen Magen- und
AEG-Karzinome nach Lauren in einen intestinalen und einen diffusen Subtyp unterteilt
werden [32], hinzu kommt noch ein intermedidrer oder Mischtyp [33]. Die WHO definiert
zur Zeit finf histologische Subtypen: den tubuldren, den muzindsen und den papilldren Typ,
die dem intestinalen Typ nach Lauren entsprechen, sowie die wenig kohésiv wachsenden
Tumoren, die dem diffusen Typ nach Lauren entsprechen und zuletzt werden gemischte
Typen beschrieben [34]. Der intestinale Typ nach Lauren (siche Abb. 1) ist meist gut bis
maBig differenziert und ist durch driisenartige Strukturen charakterisiert, die von
desmoplastischem Stroma umgeben sind. Die Tumorzellen sind typischerweise grof3, ihre
Nuclei sind pleomorph und zeigen vermehrt Mitosen [35]. Der diffuse Typ nach Lauren
(siche Abb. 2) hingegen zeichnet sich durch einzelne oder in kleinen Gruppen verteilte
Tumorzellen ohne eine Driisenstruktur aus. Dieser Typ kann sich als Siegelringzellkarzinom
oder als wenig kohdsiv wachsender Tumor darstellen. Siegelringzellen sind Tumorzellen, bei
denen zytoplasmatische gelegene und mit Mucin gefiillte Vakuolen den Zellkern an den Rand

der Zelle driangen [31].
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ADbb. 1: intestinaler Typ nach Lauren Abb. 2: diffuser Typ nach Laure



Symptome und Diagnose

Magen- und AEG-Karzinome werden meist erst in fortgeschrittenen Stadien symptomatisch,
sodass die Diagnose spit erfolgt und hdufig eine kurative Therapie nicht mehr moglich ist
[36]. Zu den typischen Symptomen gehoren: Dysphagie (vor allem bei AEG), rezidivierendes
Erbrechen, Inappetenz, Gewichtsverlust oder gastrointestinale Blutungen [37]. Die
Primérdiagnose wird durch Endoskopie des oberen Gastrointestinaltrakts, Biopsie und
histologischer Untersuchung des suspekten Gewebes gestellt. Fiir die klinische Zuordnung zur
jeweils aktuell giiltigen Union Internationale Contre le Cancer (UICC)-Klassifikation
(klinisches Staging) werden bildgebende Verfahren wie Oberbauchsonographie und
Kontrastmittelcomputertomographie (Thorax, Abdomen und Becken) durchgefiihrt. Die
lokale Infiltrationstiefe des Tumors wird neben der hochauflosenden Computertomographie
mittels Endosonographie bestimmt [37]. Magenkarzinome werden mittels TNM-
Klassifikation hinsichtlich der Ausdehnung (Grofe, Infiltrationstiefe) des Primartumors (T),
des Lymphknotenbefalls (N) und Metastasen (M) kategorisiert [38]. Diese Kategorisierung
wird einem Tumorstadium der UICC-Klassifikation zugewiesen (siche Tab. 1) aus der die

Prognose und die stadienabhingige Therapie abgeleitet wird.

Stage grouping T stage N stage M stage
Stage IA Tl NO MO
Stage IB Tl N1 MO

T2 NO MO

Stage 1A Tl N2 MO
T2 NI MO

T3 NO MO

Tl N3 MO

Stage II1B T2 N2 MO
T3 NI MO

T4a NO MO

Stage IIIA 2 N3 MO
T3 N2 MO

T4a N1 MO

Stage I1IB K N3 MO
T4a N2 MO

T4b NO-1 Ml

Stage I1IC T4a N3 MO
T4b N2-3 MO

Stage IV Any T Any N Ml

Tab. 1: UICC-Klassifikation beim Magenkarzinom aus: TNM:
classification of malignant tumours, 7t edition, Sobin et al.,

2010 [38]



1.2 Aktuelle Therapie

Abhéngig vom Tumorstadium, dem Alter und dem Allgemeinzustand der Patienten erfolgt die
Entscheidung, ob eine kurative (operable Stadien) oder eine palliative (nicht operable
und/oder metastasierte Stadien) Therapie durchgefiihrt wird. Im Vergleich zu anderen
Tumorentitdten hat das Magenkarzinom nach palliativer sowie auch nach potentiell kurativer
Therapie eine schlechte Prognose. Patienten mit einem inoperablen oder metastasierten
Tumorleiden haben eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von weniger als 10 %. Das
mediane Uberleben nach Diagnosestellung betriigt selbst unter aktiven Therapien weniger als
12 Monate [39]. Patientenkollektive, die unter kurativer Zielsetzung behandelt werden,
weisen ein medianes Uberleben von ca. 40 Monate auf; nur 40 % der Patienten erreichen ein
5-Jahres-Uberleben [40]. Neben den etablierten Therapiekonzepten besteht die Mdglichkeit,
Patienten im Rahmen klinischer Studien zu behandeln, um neue Therapieansdtze und -
strategien zu untersuchen. Im Bereich der medikamentdsen Therapie haben in den letzten
Jahren Substanzen mit spezifischem Wirkungsmechanismus, wie Trastuzumab, ein gegen
HER2 gerichteter Antikorper, an Bedeutung gewonnen. Nach positiven Ergebnissen in
klinischen Studien wurde Trastuzumab in die Therapie des fortgeschrittenen Magenkarzinoms
implementiert. Klinische Studien dauern meist mehrere Jahre, abhéngig von dem gewéhlten
Studiendesign und der eingeschlossenen Patientenzahl. Zudem wird der Nutzen eines neuen
Medikamentes an einer randomisierten Gruppe von Patienten gepriift, woraus Empfehlungen
fiir die klinische Routineversorgung abgeleitet werden. Die fiir das Magenkarzinom
charakteristische inter- und intratumorale Heterogenitit fithrt dazu, dass zahlreiche Patienten
(teilweise trotz positiver Studienergebnisse) wenig bis keinen Nutzen von den in Studien
ermittelten Therapieempfehlungen haben. Es besteht daher zunehmend das Bestreben nach
personalisierten Therapiekonzepten entsprechend der individuellen Tumorbiologie. Um
diesen Ansatz zu untersuchen, konnten Diinnschnittkulturen ein attraktives ex vivo
Tumormodell darstellen. Abbildung 3 zeigt die aktuell empfohlenen Algorithmen der
Europdischen Gesellschaft fiir medizinische Onkologie (ESMO) zur Behandlung des

Magenkarzinoms, die im folgenden Kapitel explizit beschrieben werden [41].
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Abb. 3: Behandlungsalgorithmus fiir Magenkarzinome nach der ESMO Richtlinie, aus: Gastric
cancer: ESMO-ESSO-ESTRO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up,
Waddell et al., Annals of Oncology, 2013 [41]

Lokalisierte Tumorstadien

Bei Magenkarzinomen und AEG in lokalisierten Stadien (ohne Fernmetastasierung) ist die
operative Therapie das Mittel der Wahl. Bei Patienten mit einem Magenfriihkarzinom
(Stadium <IA) kann der Tumor, sofern er gut differenziert, kleiner als 2cm grof3 und auf die
Mukosa beschréinkt ist, mittels endoskopischer Resektion abgetragen werden. Das primére
Ziel der operativen Verfahren ist eine komplette Resektion des Tumors mit tumorfreien
Resektionsrandern (R0O). Bei Patienten mit einem Tumorstadium IB-III ist eine radikale
Gastrektomie und Lymphadenektomie indiziert [3].

Die deutsche S3-Leitlinie ,,Magenkarzinom® und die europdischen Leitlinien sehen fiir
Patienten mit einem lokalisierten Tumorstadium jenseits der T1-Kategorie ein multimodales
Therapiekonzept vor. Dieses besteht aus der Gastrektomie sowie einer perioperativen
Chemotherapie (bevorzugt gegeniiber dem rein adjuvanten Verfahren) vor. Fiinf verschiedene
Substanzklassen finden in der Chemotherapie des Magenkarzinoms bevorzugt Verwendung:
Fluoropyrimidine (5-FU), Platin-Verbindungen, Taxane, Topoisomerase-Hemmer und
Anthracycline. Diese Substanzen werden in verschiedenen Regimen verabreicht, wobei die
optimale Kombination noch nicht genau definiert ist [42]. Weltweit werden unterschiedliche
Konzepte beziiglich der optimalen perioperativen Strategie diskutiert. In Europa wird eine
perioperative Chemotherapie mit Platin-Verbindungen, 5-FU und mit oder ohne Epirubicin
empfohlen [3], wihrend man in Asien meistens auf eine neoadjuvante Therapie verzichtet und
nur postoperative Chemotherapie (vor allem Capecitabine (orale Form von 5-FU)+Oxaliplatin

oder S1 (5-FU-Prodrug)) verabreicht [43]. In Nordamerika, insbesondere in den USA, werden
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Patienten bevorzugt adjuvant mit einer Radiochemotherapie (45 Gy + 5-FU) behandelt [44].
Die Unterschiede begriinden sich aus zum Teil historisch gewachsenen divergenten
Entwicklungen der regionalen Studiengruppen; zum Teil aus unterschiedlichen
anzutreffenden Tumorstadien und -lokalisationen bei Erstdiagnose.

Im neoadjuvanten Therapiesetting kann nur bei weniger als einem Viertel der Patienten ein
gutes klinisches Ansprechen (Response) erreicht werden und die histopathologisch gesicherte
komplette Response wird mit den etablierten Therapieschemata in weniger als 5 % der Fille
beobachtet. Zudem ist das 5-Jahres-Uberleben mit rund 40 % in kurativer Therapieintention
immer noch unbefriedigend niedrig [45]. Das schlechte Gesamtiiberleben und die
unzureichende Response auf eine neoadjuvante Chemotherapie lassen vermuten, dass etwa 75
% der Patienten wenig von den etablierten neoadjuvanten Therapiekonzepten profitieren
(sogenannte Non-Responder). Zudem konnten Studien zeigen, dass Non-Responder eine
wesentlich schlechtere Prognose nach der Operation haben als Chemotherapie-Responder
[46]. Diese Patienten verlieren wertvolle Zeit und leiden an den unerwiinschten
Nebenwirkungen der Therapie. Daher ist es von enormer Relevanz, diesen Teil der Patienten
vor Therapiebeginn zu identifizieren und ihnen zukiinftig personalisierte und potenziell
wirksamere Therapiekonzepte anzubieten. Studien haben verschiedene Mdglichkeiten
untersucht, ob und wie eine Vorhersage der Response bestimmt werden kann. Dazu gehort die
Untersuchung von histomorphologischen und molekularen Tumorcharakteristika [47],
Gewebebiomarker [30] sowie die frilhe Response-Evaluation mittels metabolischer
Bildgebung (PET-CT) [48]. Die Entwicklung neuer Tumor-basierter translationaler
Forschungsmodelle (z.B. Xenografts oder organotypische Schnittkulturen) soll diesen

Forschungsansatz unterstiitzen [49-51].

Fortgeschrittene Tumorstadien

Bei Patienten mit lokal weit fortgeschrittener oder metastasierter Tumorerkrankung ist eine
Chemotherapie in palliativer Intention indiziert. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Chemotherapie ~ Vorteile hinsichtlich der Uberlebensdauer — gegeniiber alleiniger
symptomorientierter Therapie (,,best supportive care”) hat [52]. Eine Vielzahl von
Kombinationen der verschiedenen Therapeutika (Doubletten und Tripletten) stehen fiir die
palliative Chemotherapie zur Verfiigung. Diese Schemata miissen sorgfiltig je nach
Allgemeinzustand, Komorbditit und Organfunktionen des Patienten ausgewéhlt werden [53].
Tripletten sind effektiver aber mit groBerer Toxizitdt behaftet, so dass diese Schemata nur bei
jingeren Patienten mit gutem Allgemeinzustand und guten Organfunktionen angewendet

werden sollten [54]. Die ESMO-Leitlinien empfehlen auf Basis der REAL-2-Studie in der
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Erstlinientherapie eine Kombination aus 5-FU (oder bei oraler Gabe: Capecitabine) und
Platin-Verbindungen [55,56]. Alternative Optionen in der Erstlinientherapie sind Taxan-
basierte Kombinationen oder Irinotecan plus 5-FU [57]. Zusitzlich wird bei Patienten mit
HER2-positiven Tumoren Trastuzumab (monokolonaler Antikdrper gegen HER2) verwendet.
In der Trastuzumab-For-Gastric-Cancer (ToGA)-Studie wurde bei Patienten mit einem
fortgeschrittenen und HER2-positiven Magenkarzinom oder AEG die Standardchemotherapie
(5-FU/Capecitabine+Cisplatin) mit der Standardchemotherapie plus Trastuzumab verglichen
[30]. Es konnte eine Differenz von median 2,7 Monaten im Gesamtiiberleben zu Gunsten der
Chemotherapie in Kombination mit Trastuzumab nachgewiesen werden, so dass in
fortgeschrittenen Stadien und bei HER2-Uberexpression in der klinischen Praxis jetzt

zusitzlich zur Chemotherapie Trastzumab verabreicht wird [41].

Biologisch zielgerichtete Therapieoptionen

In Studien zur Erst- und Zweitlinientherapien werden zur Zeit weitere Medikamente mit
verschiedenen molekularen Zielstrukturen (Targets) untersucht. Neben dem etablierten
Medikament Trastuzumab (HER2-Inhibition), sind weitere Targets wie EGFR, HER3,
vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Phosphoinositid-3-Kinasen (Pi3K) oder
Mammalian-Target-of-Rapamycin (mTOR) und die Hepatozyten-
Wachstumsfaktor/Mesenchymal Epithelial Transition (HGF/c-MET)-Achse identifiziert
worden. Substanzen gegen diese Targets sind zur Zeit Gegenstand klinischer Forschung.

Der HER2-Inhibitor Trastuzumab ist in der Therapie von fortgeschrittenen bzw.
metastasierten Magenkarzinomen integriert und fiihrt zu einer signifikanten Verbesserung des
Gesamtiiberlebens [30]. Ein weiterer monoklonaler Antikdrper dieser Gruppe ist Pertuzumab,
der zur Verstiarkung der Wirkung einer anti-HER2 Therapie und Verzdgerung von Resistenz
gegeniiber Trastuzumab entwickelt wurde. Auch eine Hemmung der Angiogense spielt eine
wichtige Rolle bei der Behandlung des fortgeschrittenen Magenkarzinoms. Der vaskulédre
epitheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist an der Kontrolle von Agiogenese, Tumorwachstum
und Metastasierung beteiligt. Bevacizumab ist ein monoklonaler Antikdrper gegen VEGF und
Ramucirumab ist ein komplett humaner monoklonaler Antikdrper gegen den vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptor (VEGFR-2) [58]. Der Tyrosinkinase-Rezeptor c-
Met mit seinem Liganden HGF kdnnen beim Magenkarzinom tiiberexprimiert sein und sind
mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet [59]. Hier sind Rilotumumab, der gegen
HGF gerichtet ist, und zum anderen Onartuzumab, der direkt am c-Met Rezeptor angreift, zu

nennen [60,61]. Des Weiteren kann die Dysregulation in der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade
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in einem Teil der Tumoren identifiziert werden und steht in Verbindung mit schlechterer
Prognose und Chemoresistenz [62]. Neuerer Gegenstand der Forschung ist die Immuntherapie
von Malignomen. Nivolumab ist ein komplett humaner, monoklonaler Antikdrper, der beim
metastasierten malignen Melanom und beim metastasierten nicht kleinzelligen
Lungenkarzinom eingesetzt wird [63,64]. Er blockiert die Ligandenaktivierung von dem
Programmierten Zelltod 1 (PD-1) Rezeptor auf aktivierten T-Lymphozyten, wodurch die
Immunantwort des Korpers auf die Tumorzellen erhoht wird und es folglich zu einer
Suppression des Tumorwachstums kommt [65]. Ob sich solche Substanzen mit einem
immunmodulatorischen Wirkungsmechanismus als wirkungsvoll beim Magenkarzinom

erweisen, ist Gegenstand laufender Studien.

1.3 Priklinische Tumormodelle

Derzeit verwendete préklinische Tumormodelle in der Magenkarzinom-Forschung basieren
hauptséchlich auf Zellkulturen und auf Maus-Xenografts. Priklinische Modelle sind essentiell
fiir das Verstindnis von Tumorbiologie, Heterogenitdit und der Entstehung von
Therapieresistenz. Das Ansprechen eines Tumors auf die neoadjuvante Chemotherapie kann
derzeit allerdings mittels der verfiigbaren Modelle noch nicht mit ausreichender Sicherheit
vorhergesagt werden. Neue patienten-nihere Modelle konnten interessant fiir die Entwicklung
personalisierter Therapiekonzepte, fiir die Vorhersage des Ansprechens auf verschiedene
Chemotherapeutika sowie fiir die Untersuchung und Etablierung neuer zielgerichteter
Therapien sein. Im Folgenden werden verschiedene préiklinische Tumormodelle vorgestellt

und verglichen.

Tumormikroumgebung

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Tumore komplexe biologische Systeme
sind, die nicht allein aus Krebszellen bestehen. Tumorgewebe besteht daneben auch aus den
verschiedenen Zellen des Tumorstromas, die von extrazelluldrer Matrix umgeben sind. Die
Interaktion zwischen Tumorzellen und Stromazellen ist von entscheidender Bedeutung bei
Metastasierung, Invasion und Progression von Tumoren. Das Tumorstroma beinhaltet u.a.
folgende Zelltypen: aktivierte Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzellen. Tumorzellen
sezernieren Wachstumsfaktoren, angiogene Faktoren und Zytokine, die mit den Stromazellen
interagieren [66]. Abbildung 4 zeigt schematisch eine Magenkarzinomzelle, die umliegende
Mikroumgebung und die Interaktionswege zwischen den verschiedenen Stromazellen [67].
Magenkarzinomzellen produzieren verschiedene angiogene und anderweitig das Stroma

modulierende Faktoren wie VEGF, Interleukin (IL)-8 und Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2
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(FGF2) [68-70]. Des Weiteren schiitten die Tumorzellen Botenstoffe aus, die die
Rekrutierung von Makrophagen ins Stromagewebe ermdoglichen. Die durch das Monocyte-
Chemoattractant-Protein-1 (MCP-1) rekrutierten Tumor-assoziierten-Makrophagen (tumor-
associated macrophages, TAMs) weisen ein hohes Potential fiir angiogene Aktivitdt auf [71].
Zudem sekretieren Tumorzellen Botenstoffe wie den Transforming-Growth-Factor (TGF)-
beta, den Platelet-Derived-Growth-Factor (PDGF) und FGF2, die zu einer Aktivierung von
Tumor-assoziierten Fibroblasten (cancer-associated fibroblasts, CAFs) fithrt. CAFs fordern
im Vergleich zu Fibroblasten durch Sekretion von Stromalcell-Derived-Factor 1 (SDF-1) das
Tumorwachstum und die Angiogenese [72]. Worthley et al. konnten zeigen, dass
mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark (MSCs) sich in CAFs differenzieren
konnen [73]. AuBBerdem haben MSCs die Fahigkeit sich in Stromagewebe von Tumoren zu
entwickeln und in verletztes oder entziindetes Gewebe einzuwandern [74]. Ein anderer
Ursprung der CAFs ist die Epithelial-zu-Mesenchymale Transition (EMT), die eine
Verdnderung von epithelialen Zellen zu Fibroblastischen Zellen beschreibt [75]. Hierbei
verlieren Krebszellen ihren epithelialen Charakter und formen sich zu einer spindel-férmigen
Morphologie mit invasiven und migrierenden Eigenschaften. Die Expression von EMT-
assoziierten Genen wie dem E-Cadherin oder dem beta-Catenin wurden beim Magenkarzinom
beschrieben [76]. Nicht nur Tumorzellen weisen genetische Alterationen auf, sondern auch
Stromazellen wie Fibroblasten oder Endothelzellen zeigen Verdnderungen im genetischen
Material [77,78]. Schliefft man all diese Faktoren ein, ldsst sich zusammenfassen, dass die
Einbeziehung der Tumormikroumgebung in der Entwicklung neuer Tumomodelle und neuer
Targets in der Tumortherapie von wesentlicher Bedeutung ist. Die Untersuchung der
Interaktion zwischen Tumorzellen und Stromazellen ist essentiell fiir das Verstehen der

Tumobiologie (Tumorwachstum, Angiogenese und Invasion).
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Abb. 4: Tumormikroumgebung, modifiziert nach: Cancer-Stromal Cell Interaction and Tumor
Angiogenesis in Gastric Cancer, Y. Kitadai, Cancer Mircoenvironment, 2010 [67]

Zellkulturen

Zellkulturen bestehen aus Zellen einer Gewebeart, die aullerhalb des Organismus in einem
Nahrmedium kultiviert werden. Hierfiir werden immortalisierte (unbegrenzte Vermehrung der
Zellen) humane Zelllinien von Karzinomen verwendet, die meist iiber Jahre etabliert wurden.
Zellkulturen haben den Vorteil, dass sie einfach zu kultivieren sind, schnelles und
unbegrenztes Wachstum besitzen und eine homogene Zellpopulation fiir Experimente und
Analysen bieten [79]. All diese Aspekte ermoglichen meist eine gut vergleichbare und
reproduzierbare quantitative Auswertung der Ergebnisse, so dass sie ein verldssliches System
bieten, in dem Grundlagenforschung sowie Untersuchung zelluldrer Mechanismen und
Charakteristika sehr gut durchfiihrbar sind [80]. Allerdings haben Zelllinien den Nachteil
eines artifiziellen Phanotyps, da durch jahrelange Kultivierung der Tumorzellen und vielen
durchlaufenen Generationen eine evolutionér bedingte Selektion der Zellen resultiert, die sich
besser an die Kulturbedingungen angepasst haben. Sich hiufiger teilende Tumorzellen werden
selektioniert und bleiben prozentual in Folgegenerationen mit einem hoheren Anteil erhalten.
Daher ist es kritisch zu betrachten, ob Zelllinien {iberhaupt noch die initial heterogenen
Tumorzellverbiande widerspiegeln [81]. AuBerdem sind Zellkulturen durch homogene
isolierte Zellklone charakterisiert, die keine Tumormikroumgebung aufweisen, so dass die

architektonische und zellulire Komplexitdt eines Tumors nicht reprasentiert werden kann
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[82]. Dies ist anders bei einer priméren Zellkultur, hierbei werden Tumorzellen aus humanen

Karzinomen extrahiert und anschliessend iiber einen begrenzten Zeitraum kultiviert.

Xenograft-Modelle

Auf Grund der fehlenden Mikroumgebung in Zellkulturen und der daraus resultierenden
eingeschriinkten Ubertragbarkeit auf den humanen Tumor im Patienten wurden Xenograft-
Modelle entwickelt. Hierbei werden immundefizienten Méausen Tumorzellen aus priméiren
Zelllinien oder frisch reseziertes humanes Tumorgewebe injiziert und so eine
Tumorneubildung in der Maus initiiert [49,83,84]. In diesem Modell breiten sich die
Tumorzellen im murinem Stromagewebe aus und vermehren sich. Die Heterogenitéit der
verschiedenen Zellpopulationen ist gegeben, jedoch besteht hier ein Interspezies-Problem, da
das Stromagewebe von der immundefizienten Maus stammt [85]. Trotz der iiberwiegenden
Vorteile dieses Systems sind Xenograft-Modelle vergleichsweise teuer, und sie bendtigen im
Vergleich zu Zellkulturen mehr Zeit. Zudem stellen méBige Anwuchsraten von etwa 65 %
eine weitere Schwierigkeit in diesem System dar [85]. Die Verwendung von
immundefizienten Méusen ist kritisch zu diskutieren, da neue Therapien, die an Zielen des
menschlichen Immunsystems angreifen, unzureichend in Xenograft-Modellen untersucht
werden konnen. Auflerdem bietet es kein vollstandig humanes System, da die Tumorzellen in
murinem Stromagewebe eingebettet sind. Hinzu kommen ethische Kritikpunkte, da mit

Tieren experimentiert wird und somit Belastungen fiir das Versuchstier entstehen [85].

Gewebe-Schnittkulturen

Organotypische Schnittkulturen wurden initial an Hippokampusgewebe etabliert und werden
seither fiir neurobiologische Experimente verwendet [86]. In der Arbeitsgruppe der
Anatomie Leipzig wurde diese Methode auf Tumorgewebe iibertragen und konnte bei
verschiedenen Tumorentititen (humanen Glioblastomen und Kopf-Hals-Tumoren)
erfolgreich etabliert werden [50,51]. Das FlieBschema in Abbildung 5 zeigt den Ablauf und
Arbeitsschritte zur Erstellung von Schnittkulturen aus humanen Magenkarzinomen und
AEG. Die genauen Abldufe werden in der Publikation beschrieben.

Schnittkulturen bieten den Vorteil, dass das Gewebe mit gutem Erhalt der verschiedenen
Zellpopulationen und der Zellmatrix ex vivo untersucht werden kann. Somit stellen
Schnittkulturen aus Tumorgewebe ein komplett humanes praklinisches Tumormodell dar, in
dem die Mikroumgebung und die Heterogenitéit der Zellen erhalten bleibt. Im Vergleich zu
Xenograft-Modellen ist eine rasche Erstellung (wenige Stunden) von Schnittkulturen mdglich

und es werden keine Versuchstiere benotigt. In diesem System kann das Tumorgewebe mit
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zytotoxischen Substanzen oder Rontgenstrahlung in vitro behandelt werden, und es lassen
sich die daraus resultierende Effekte wie zum Beispiel die Steigerung von apoptotischen
Prozessen oder Senkung von Proliferation beobachten. Der Kultivierungszeitraum (bis zu 14
Tagen beim Glioblastom, bis zu 7 Tagen bei Hals/Kopf-Tumoren und bis zu 6 Tage beim
Magenkarzinom) bietet ausreichend Zeit, um verschiedene Experimente mit dem

Tumorgewebe in vitro durchzufiihren [50,51].

Methods & Experimental Setup Preparation: Tissue was cut by a
tissue chopper (400 ym thickness)

Surgery & Transport in culture

Endosco medium and further
Py processing within

hours

Incubation of slices in 6-well plates . ) .
for time series (2’ 4and 6 days) culture medium: Separatlon and selection of slices
or/and treatments with chemo- =GLAL) T8 under a stereo microscope

. - 10% fetal calf serum
therapeutics (2 days) - 1% L-glutamine
- 1% amphotericin b

> - 1% penicillin/

- streptomycin «
[ used chemotherapeutics:
slice———— > membrane inserts - 5-fluorouracil

S cutture medium - cisplatin
- docetaxel

<

W slice: day 6 -
Fixation in 4% anale s
para-formaldehyd - Routine histopathology (H&E, PAS)
over night. Tissue - Immunohistochemistry
was embedded in - cytokeratin stains (AE1/3)
paraffin and cutin 7 for tumor cellularity
pm thick sections - ki-67 for proliferation
- cleaved caspase 3 for apoptosis

Abb. 5: FExperimenteller Aufbau und Ablauf der FErstellung von Schnittkulturen aus
Magenkarzinomen

17



2. Fragestellung

Magenkarzinome und AEG haben trotz vieler neuer Ansdtze und Fortschritte in der
Wissenschaft eine schlechte Prognose und eine unbefriedigende Response auf
Chemotherapie. Patienten, die nicht oder unzureichend auf eine Chemotherapie ansprechen
oder die einen Tumorprogress erleiden, nennt man Non-Responder. Sie stellen die Mehrheit
der Patienten (75 %) dar. Diese Patienten werden mit Substanzen therapiert, die nur eine
begrenzte oder fehlende antitumorale Wirkung haben; jedoch sind sie den toxischen und
unerwiinschten Nebenwirkungen der Behandlung ausgesetzt. Die Identifizierung von Non-
Respondern wire fiir die Therapie des Magenkarzinoms von enormer Relevanz. Neue
préklinische Modelle, die eine in vivo Situation widerspiegeln, sind fiir die Entwicklung von
genauen und personalisierten Therapiekonzepten von groBer Bedeutung. Daher sollte in dieser

Studie untersucht werden,

D ob und wie lange sich Schnitte von Magenkarzinomen und AEG kultivieren lassen,
(I)  wie die optimalen Priparations- und Kulturbedingungen sind,

(IIT)  ob Magenkarzinome und AEG gleichermaf3en erfolgreich etabliert werden kdnnen,
(IV) ob und welche Effekte eine zytotoxische Therapie in vitro mit den gidngigen

Chemotherapeutika (5-FU und Cisplatin) auf das kultivierte Gewebe hat.
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Introduction

Gastric cancer (GC) and adenocarcinomas of the esoph-
agogastric junction (AEG) are aggressive and highly

Abstract

Gastric and esophagogastric junction cancers are heterogeneous and aggressive
tumors with an unpredictable response to cytotoxic treatment. New methods
allowing for the analysis of drug resistance are needed. Here, we describe a
novel technique by which human tumor specimens can be cultured ex vivo,
preserving parts of the natural cancer microenvironment. Using a tissue chop-
per, fresh surgical tissue samples were cut in 400 pym slices and cultivated in
6-well plates for up to 6 days. The slices were processed for routine histopa-
thology and immunohistochemistry. Cytokeratin stains (CK8, AE1/3) were ap-
plied for determining tumor cellularity, Ki-67 for proliferation, and cleaved
caspase-3 staining for apoptosis. The slices were analyzed under naive conditions
and following 2—4 days in vitro exposure to 5-FU and cisplatin. The slice culture
technology allowed for a good preservation of tissue morphology and tumor
cell integrity during the culture period. After chemotherapy exposure, a loss of
tumor cellularity and an increase in apoptosis were observed. Drug sensitivity
of the tumors could be assessed. Organotypic slice cultures of gastric and es-
ophagogastric junction cancers were successfully established. Cytotoxic drug
effects could be monitored. They may be used to examine mechanisms of drug
resistance in human tissue and may provide a unique and powerful ex vivo
platform for the prediction of treatment response.

heterogeneous tumors [1]. Due to their critical prognosis
following curative resection (R0), adjuvant treatment is
the standard of care in most parts of the world. Western
world studies advise perioperative chemotherapy or

© 2016 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd. 1
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chemoradiation [2-5], whereas postoperative chemother-
apy is the standard of care in East Asia [6-8]. The pre-
ferred  chemotherapy  regimens are based on
fluoropyrimidines and platinum compounds which may
be combined with epirubicin or docetaxel [1, 8].

GC and AEG have unpredictable responses to cytotoxic
treatment and the majority of patients are nonrespond-
ers [9, 10]. Nonresponding patients receive toxic treat-
ment with no benefit or even detrimental effects on
outcomes [11-14]. The identification of nonresponders
before starting perioperative therapy would be of utmost
importance. New methods are needed to overcome the
limitations of established models in predicting treatment
response [15].

Recent studies from our laboratory demonstrated that
human cancers can be brought into organotypic slice
cultures [16, 17]. This novel method enables to study
cytotoxic drug and ionizing radiation effects on individual
human cancer probes. A major advantage of this model
in contrast to cell culture and cell culture-derived xeno-
graft experiments is the partial preservation of the human
tumor microenvironment [16-19]. However, different
tumor entities need to be established on its own, as
they display distinct growth and culture characteristics,
and the complexity of tumor tissue requires careful
investigation. For the first time, we could culture tissue
slices derived from human GC and AEG and demonstrate
their potential for assessment of cytotoxic drug
efficacy.

Material and Methods

Preparation and experimental set-up

Fresh surgically sampled human tissue of GC and AEG
were obtained after pathological routine diagnostics.
Patients were chemonaive or had undergone neoadjuvant
chemotherapy. Tumor samples were transported in culture
media and were further processed within 4 to 24 h
postextraction. Under sterile conditions, surgical tumor
specimens were dissected with an autoclaved razor blade
in pieces of a height of 0.5 cm for further preparation.
These pieces were cut in 400 pm thick slices using a
tissue chopper (Mcllwain TC 752; Campden Instruments,
Lafayette, IL) and were carefully separated under a stereo
microscope with forceps and a scalpel. Then, tissue slices
were placed on membrane inserts (Millipore Corporation,
Billerica, MA) and were cultured in 6-well plates. Each
well contained 1 ml culture medium under the membrane
inserts supplying the tissue via diffusion. RPMI-1640
(Gibco, Life technologies, Paisly, UK) culture medium
was supplemented with 10% fetal calf serum (Fetal Calf
Serum [FCS]; Invitrogen, Darmstadt, Germany), 1%

J. Koerfer et al.

L-glutamine (Gibco), 1% amphotericin B (Carl Roth,
Karlsruhe, Germany), and 1% penicillin/streptomycin
(Gibco). Slices were incubated in a humidified incubator
at 37°C and 5% CO, for 2, 4, and 6 days. The culture
medium was changed every second day. Slices, which were
fixed at the preparation day, were labeled as day 0. Each
culture time point was compared with day 0 and is rep-
resented by an individual slice.

The study was approved by the ethics committee of
the University of Leipzig Medical Faculty. All patients
who donated tissue declared their informed consent in
written form.

Chemotherapy exposure

Slices were incubated with 5-FU (Medac, Wedel, Germany)
and cisplatin (Neocorp, Weilheim, Germany) at different
concentrations immediately after cultivation. Drugs were
dissolved in 0.9% NaCl and diluted in the culture medium
to final concentrations of 3, 10, and 100 ymol/L for 5-FU
and 3, 10, and 30 ymol/L for cisplatin. Slices were exposed
to cytotoxic treatment over 2—4 days. Drug containing
culture medium was freshly prepared before application
and changed every other day. Slices of the same tumor
that were not exposed to cytotoxic drugs but cultured
and fixed simultaneously served as controls.

Staining

Tissue slices were fixed in 4% paraformaldehyde over-
night, embedded in paraffin for standard histomorphology
using hematoxylin—eosin (H&E) and periodic acid—Schiff
(PAS). Cytokeratin stains (CK8 antibody; BioGenex,
Fremont, CA: mouse, 1:100 and AE1/3 antibody (CK1-8,
10, 14-16, and 19) are labeled as CK in figures; BioGenex,
mouse, 1:50) were used for determining tumor cellular-
ity, Ki-67 (DCS Innovative Diagnostik-Systeme, Hamburg,
Germany: rabbit, 1:400) for proliferation, and cleaved
caspase-3 staining (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA: rabbit, 1:400) for apoptosis. CK-positive cells were
defined as tumor cells if normal gastric mucosa could
not be detected in the H&E stain. A double staining of
CK/Ki-67 and CK/cleaved caspase-3 was performed to
define the tumor cell viability. After citrate buffer treat-
ment at 95°C for 10 min, sections were washed in 1.5%
Triton/PBS, blocked with 5% normal goat serum for
30 min, and incubated overnight at 4°C with primary
antibodies. After rinsing sections repeatedly with 1.5%
Triton/PBS, primary antibodies were coupled with
fluorescent-labeled secondary antibodies (goat-anti-mouse
568, goat-anti-rabbit 488, Alexa Fluor, Invitrogen, Eugene,
OR) and nuclei were counterstained with Hoechst 33342
(Sigma, St. Louis, MO).

© 2016 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd.
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Analysis of slices

To determine the viability of tissue slices, stained slides
were examined under an Olympus BX51 fluorescent micro-
scope (Olympus Deutschland, Hamburg, Germany). Total
cell number (Hoechst-positive nuclei) was counted by the
Image] cell counter plugin (NIH, Bethesda, MD). CK,
cleaved caspase-3, and Ki-67-positive cells were counted
manually. These three parameters were put in relation to
the total cell number and defined as the tumor cell
fraction, the apoptosis, and proliferation indices. For
determining total cell number and tumor cellularity, six
pictures (n = 6) in a 200X magnification per group were
taken and counted. Three pictures (n = 3) in a 400x
magnification per group were counted for determining
apoptosis and proliferation indices. Statistics were accom-
plished using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA). One-way analysis of variance (ANOVA)
was used and P < 0.05 was considered to be statistically
significant.

Results

Manufacturing and analysis of slice cultures

Tissue was obtained from 13 patients after resection (nine
GCs and four AEGs). Eight cases were used for qualita-
tive and quantitative analysis (see Table S1). In five
samples, analysis of slice cultures was not possible due
to sparse tumor in the tissue sample (two cases),
insufficient interslice comparability (two cases), or fungal

Gastric Cancer Slice Cultures

infection (one case). A topographical orientation of the
surgical tissue sample was needed to trim the samples
accurately before slicing. Furthermore, the precise collec-
tion of consecutive slices was important to allow for a
good interslice comparison within consecutive series.
Taking this into account, slice cultures revealed a good
preservation of tissue morphology and cellular integrity
up to 6 days. GCs of the intestinal and diffuse subtype
generally maintained a stable tumor cellularity and stroma
preservation (Figs. 1 and 2).

No major difference in cellularity between upper and
lower layers could be distinguished in vertical H&E-stained
sections (Fig. SIA, B), ruling out a vertical viability gradi-
ent caused by diffusion of nutrients from the bottom of
the cultures. In line with this observation, induction of
apoptosis by 5-FU treatment was also observed along the
entire vertical diameter, proving the equal accessibility of
cells within the slice for medium components as well as
cytotoxic drugs (Fig. SIC and D).

Quantification of stability of slice cultures

Four patients had received neoadjuvant chemotherapy
(Fig. 3A) and four patients were chemonaive at the time
point of tissue sampling (Fig. 3B). A stable tumor cell
fraction until day 6 was observed in five cases. Three
cases revealed a distinct decrease in tumor cells between
day 2 and day 4 (Fig. 3A and B).

Regarding the total cell count at each culture time point,
the majority of cases remained stable until day 6 (data
not shown). Neither neoadjuvant chemotherapy nor the

Sample #19
c

1000 ym

Figure 1. Overview of histopathology of cultured tissue slices derived from GC and AEG surgical specimen. Tissue slices derived from GC (A-D) and
AEG (E-H) surgical specimens were cut in 400 pum thick slices and kept ex vivo over 2, 4, and 6 days. Slices were processed to paraffin sections (7 um)
and stained with H&E. Low magnification pictures show an overview of cultured tissue. Initial gland structures and tissue morphology can be observed
also at day 2, 4, and 6 in vitro (A-D). Density of glands is reduced at day 6 (D). Original magnification: 100x in (A-H).

© 2016 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd.
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Figure 2. Histopathology of cultured tissue slices derived from GC surgical specimen. Tissue was cut in 400 ym thick slices and kept ex vivo over 2,
4, and 6 days. Slices were processed to paraffin sections (7 ym) and stained with H&E (A-D and E-H, left column) and PAS (E-H, right column). Two
different tumor samples derived from surgical specimens are shown: intestinal subtype (A-D) and diffuse subtype (E-H). Slice cultures revealed a good
preservation of tissue morphology and tumor cell integrity compared with day 0. (A) Gland-forming structures, pleomorphic nuclei, and a shifted
nuclear/cytoplasmic ratio characterize the intestinal subtype. (B-D) These features persisted during the culture period up to day 4 in vitro. Intraluminal
bridges (A; white arrow) and a change of gland formation structures (C, D; *) were observed. Apoptotic bodies (C, D, F, G; black arrow) were
detectable during cultivation. (E-H) Mucin-containing signet-ring cells (pink stain in PAS) signify the diffuse subtype. Morphology of signet ring cells
remained stable (G) until day 4 in vitro. Original magnification: 400x in (A-H).

tumor cell fraction measured at day 0 had a major impact
on the stability of the tissue slices during cultivation
(Fig. 3A and B). Figure 3G-H illustrates tumor cell quan-
tification in one sample (#25).

Figure 4 shows proliferation and apoptosis indices of
two different tumor samples using anti-Ki-67 and anti-
cleaved caspase-3 immunohistochemistry.

Cytotoxic treatment in vitro

After cytotoxic treatment, H&E-stained sections displayed
a higher number of fragmented nuclei compared with
untreated controls (not shown). Figure 5 illustrates the
cytotoxic drug effects in one particular case. A decrease
in tumor cellularity (Fig. 5A and B) and an increase in

© 2016 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd.
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Figure 3. Quantification of total cell number and tumor cellularity. Panels (A-B) show tumor cellularity of all analyzed cases, while panels (C—H) display
observations in one selected case (sample #25). (A) Four patients had received neoadjuvant chemotherapy prior to the sampling of tumor for slice
cultivation and (B) four patients had not received any neoadjuvant treatment. In five cases (13, 15, 17, 25, 29), a stable tumor cell fraction until day
6 was observed. Three cases (14, 19, 26) revealed a distinct decrease in tumor cellularity between day 2 and day 4. (C-F) Slice cultures of sample #25
revealed a good preservation of tissue morphology and tumor cell integrity over 2, 4, and 6 days compared with day 0. Stromal cells were dominant
in this tumor and the diffuse tumor pattern was difficult to distinguish in H&E stains. Quantification was therefore carried out on the basis of
immunohistochemistry (right side). Tumor cells were detected with cytokeratin (CK) antibodies (red) which was combined with nuclear counterstaining
(Hoechst 33342, blue). (G) Total cell number remained stable at all culture time points compared with day 0. (H) The tumor cell fraction decreased
significantly in this particular case within the first 2 days of cultivation, but remained stable for the further culture period. Fluorescent microscopy,
original magnification: 200x in C-F. £SEM, n = 6.
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Figure 4. Proliferation (A-E) and apoptosis (F-J) indices in slice cultures of one human AEG (A-E) and one GC (F-J) specimen over a 6-day culture
period without cytotoxic drug exposure. (A-D) Proliferating cells were visualized using Ki-67 staining (green) and (F-I) apoptotic cells were visualized
using caspase-3 staining (green) and were combined with nuclear counterstaining (Hoechst 33342; blue). (E) The proliferation indices did not show a
decrease during the culture period proving a stable cell viability of cultured slices. (F-I) Basal apoptosis (white arrows) was observed at day 0 and every
culture time point. (J) No significant increase in apoptotic cells was detected during the culture period. Fluorescent microscopy, original magnification:

400x in A-l, +SEM, n = 3.

apoptotic processes (Fig. 5C and D) were observed upon
treatment with cisplatin. This effect could be quantified
(Fig. 5E and F). However, rather inhomogeneous results
of apoptosis indices and higher standard errors were
observed in some other cases. Therefore, we decided to
use cytokeratin staining reflecting tumor cellularity for
further analysis because the results obtained for this
parameter were most consistent.

Figure 6 shows one case with a tumor cell fraction
above 10% at day 0. The untreated control revealed a
dense and compact tumor cellularity. This remained
unchanged upon treatment with cisplatin 10ymol/L, while

treatment with 5-FU 10 ymol/L led to a massive decrease
in tumor cellularity (Fig. 6A and C).

Three patient samples revealed a low tumor cellularity
(4-8% of total cells) at day 0 (stroma predominant tumors).
For these cases, we observed that the analysis of chemo-
therapy effects in vitro is more difficult and leads to
greater standard errors (data not shown).

Regarding the other five patient samples (with an initial
tumor cellularity above 10%), more reliable values on
the >50% reduction in tumor cellularity after cisplatin
or 5-FU exposure were observed. Notably, dose-dependent
decreases of cellularities were measured, indicating the

© 2016 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd.
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Figure 5. Effects of cytotoxic drug exposure in GC slice cultures. Slices
from sample #26 were incubated with cisplatin and 5-FU over 2 days
and were then fixed and processed to paraffin sections (7 um). (A-B)
Tumor cells were visualized using cytokeratin (CK) staining (red); (C-D)
apoptotic cells were visualized using caspase-3 staining (green). Both
were combined with nuclear counterstaining (Hoechst 33342; blue) for
quantitative analysis. (A) Untreated controls showed a dense and
compact tumor cellularity, whereas (B) treated slices revealed a massive
loss of tumor cells. (C) Compared to a minimal number of apoptotic
cells (white arrows) in the untreated control, (D) treatment led to
increased apoptosis. The loss of tumor cells after chemotherapy and the
increase in apoptotic cells are illustrated in the bar graphs (E, F).
Fluorescent microscopy, original magnification: 200x in A-B and 400x
in C-D, £SEM, n = 6 (CK), n = 3 (caspase-3).

potential of this system for the assessment of individual
drug sensitivities (Fig. S2).

Four samples were exposed to chemotherapy over 4 days
to assess if a prolonged exposure to cytotoxic drugs leads
to more loss of tumor cellularity or increased apoptosis.
But systematic differences between both incubation periods

© 2016 The Authors. Cancer Medicine published by John Wiley & Sons Ltd.
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were not observed (data not shown) indicating that the
shorter incubation time is sufficient for assessing
chemosensitivity.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first description
of the successful establishment of ex vivo organotypic
slice cultures of human gastric and esophagogastric junc-
tion cancers. Importantly, we can also show that cytotoxic
drug effects like changes in tumor cellularity, proliferation,
and apoptosis can be assessed in this model making this
new technique an interesting platform for the assessment
of individual drug response.

Inter- and intra-tumoral heterogeneity which are hall-
marks of GC and AEG underscore the need for the
development of more precise and personalized treatment
[20]. The moderate response rates to standard chemo-
therapy and the critical prognosis even after curative
resection demonstrate the need for more efficacious
treatment strategies. This could be reinforced by new
translational research models which provide better treat-
ment responses prediction for perioperative treatment [21].
As a prerequisite, new laboratory-based ex vivo cancer
models should accurately reflect the molecular composi-
tion and heterogeneity of the tumor, including the stroma,
being essential for the evolution of treatment resistance.
In addition, the system should allow for the rapid assess-
ment of cytotoxic drug effects in order to be ready for
use in clinical practice.

Current ex vivo cancer models mainly rely on human
primary cell lines, cell line-derived or patient-derived tumor
xenografts. In contrast to our slice culture model, primary
cell lines are artificial due to the selection of fast-growing
tumor cells during cultivation and the absence of any
stroma. As a consequence, tumor-stroma interactions as
well as heterogeneity are underrepresented [22, 23]. In
tumor xenograft models, a tumor microenvironment
develops, but within murine stroma and in immunocom-
promised animals. This complicates the translation of
findings to the situation in vivo. In addition, establishment
of patient-derived xenografts is time consuming and expen-
sive and may thus not be an ideal tool for use in routine
clinical practice. As previously shown in our laboratory,
slice cultures of human glioblastoma and epithelial head
and neck cancers could be successfully established. We
experienced that each tumor entity needs careful and
distinct investigation regarding the preparation process
and culture conditions [16-18].

In our study, we found that slices of GC and AEG
specimens can be cultured ex vivo over 6 days. We observed
drug-induced tissue alterations and reduction in tumor
cellularity after exposure to varying doses of cisplatin or
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Figure 6. Tumor cellularity after cytotoxic drug exposure of AEG slice cultures. Slices from sample #29 were incubated with cisplatin and 5-FU over
2 days and were then fixed and processed to paraffin sections (7 um). (A-C) Tumor cells were visualized using cytokeratin (CK) staining (red) and were
combined with nuclear counterstaining (Hoechst 33,342; blue) for quantitative analysis. (A) Untreated controls revealed a dense and compact tumor
cellularity which was not altered by exposure to (B) cisplatin 10 umol/L, whereas (C) 5-FU 10 umol/L led to a massive loss of tumor cells. (D) The total
number of nuclei was not reduced, neither by cisplatin nor by 5-FU. (E) Tumor cellularity decreased upon treatment with higher concentrations of
cisplatin (30 pmol/L), while 3 or 10 umol/L cisplatin showed no effect on tumor cellularity. (E) A reduction in tumor cellularity after 5-FU treatment
was observed at a concentration of 10 umol/L or higher but not at the lower concentration. Fluorescent microscopy, original magnification: 200x in

A-C, +SEM, n = 6.

5-FU. Relevant cellular processes, that is, tumor and stromal
proliferation as well as apoptosis, were observed. In our
view, the advantage of this new system is the preservation
of the natural epithelial-stromal architecture and the
original tumor tissue morphology. The cultivation period
provides sufficient time for investigating response to
cytotoxic treatment.

A future challenge will be the establishment of slices
derived from endoscopic biopsies which are needed to
provide a platform for testing drug response prior to
treating a patient in the neoadjuvant setting. Moreover,
correlation of ex vivo findings with clinical response and
outcome must be examined. Besides, specific molecular

characteristics for response or resistance to chemotherapy
should be unraveled in the next steps.

In conclusion, slice cultures derived from human gastric
and esophagogastric adenocarcinoma have been success-
fully established and may become an attractive tool for
drug response prediction as well as an interesting research
model for investigating tumor heterogeneity and molecular
features of drug resistance.
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Magenkarzinome und Karzinome des gastrodsophagealen Uberganges sind aggressive und
heterogene Tumorentititen mit einer schlechten Prognose. Trotz Entwicklung neuer
zielgerichteter Therapien und Verbesserung der chirurgischen Expertise liegt das 5-Jahres-
Uberleben in Europa fiir lokalisierte und in kurativer Intention behandelte Magenkarzinome
bei nur ca. 40 %. Das unbefriedigende Ansprechen auf Chemotherapie und die schlechte
Prognose auch nach kurativ intendierter Behandlung unterstreichen die Notwendigkeit der
Entwicklung personalisierter und wirksamerer Therapiekonzepte. Diese konnten in neuen ex
vivo Tumormodellen entwickelt werden. Eine naturgetreue Abbildung von primaren humanen
Tumoren mit sdmtlichen darin enthaltenen Zellpopulationen und Stroma in einem ex vivo
System scheint wichtig fiir das Verstehen von Tumobiologie, Heterogenitit und
Chemoresistenz sowie das Messen von Chemotherapiesensitivtit.

In dieser Studie konnten wir organotypische Slicekulturen aus Magenkarzinomen und
Karzinomen des gastrodsophagealen Uberganges erfolgreich etablieren und den Effekt von
zytotoxischen Substanzen in diesem System untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass sich
Schnittkulturen aus chirurgischen Gewebeproben bis zu 6 Tagen kultivieren lassen. Relevante
zellulare Prozesse wie Proliferation von Tumor- oder Stromazellen sowie apoptotische
Prozesse konnten beobachtet werden. Ein Vorteil dieses System ist der Erhalt der natiirlichen
epithelial-stromalen Architektur und der Morphologie der Zellen des primiren Tumors. Der
Kultivierungszeitraum von bis zu 6 Tagen bietet genligend Zeit, um verschiedene
Experimente in diesem Modell durchzufiihren.

Zusétzlich wurden die Schnitte {iber zwei Tage mit 5-FU und Cisplatin behandelt und mit
jeweiligen Negativ-Kontrollen verglichen. Chemotherapie-induzierte Gewebealterationen und

eine Senkung der Tumorzellzahl in den Schnittkulturen konnte nach zytotoxischer
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Behandlung in vitro in verschiedenen Dosierungen beobachtet werden. Unser Modell konnte
unterschiedliche Effekte zwischen den verschiedenen Chemotherapeutika, Dosierungen und
in verschiedenen Tumoren darstellen.

In Zukunft sollten Schnittkulturen aus Biopsien weiter entwickelt werden, um mdoglicherweise
eine Vorhersage beziiglich eines Ansprechens auf bestimmte Chemotherapeutika vor
Therapiebeginn treffen zu konnen. Erste Pilotexperimente mit Biopsien aus
Magenkarzinomen wurden durchgefiihrt. Prinzipiell war es moglich, Schnittkulturen aus
Biopsien zu erstellen, und es konnte ein guter Erhalt der Zellmorphologie (zwischen 2 und 4
Tagen) mittels qualitativer Auswertung von H&E Schnitten gezeigt werden. Jedoch miissen
hier auf Grund von methodischen Herausforderungen in Zukunft weitere Experimente
erfolgen, um ein valides Tumormodell aus humanen Biopsien entwickeln zu kdnnen. Zudem
ist es von enormer Relevanz, eine schnelle und objektivierbare Methode zur Auswertung der
Tumorzellzahl, Apoptose- und Proliferationsrate zu entwickeln, um ein klinisch reifes
Testsystem zu etablieren. Zur Zeit werden die verschiedenen Zellen mittels
immunhistochemischer Farbungen dargestellt und dann semi-automatisiert ausgezahlt. Dieses
Verfahren ist zeitaufwendig und setzt einen hocherfahrenen Mitarbeiter als Untersucher
voraus. Hinzu kommt, dass noch eindeutige Schwellenwerte definiert werden miissen, welche
Senkung der Tumorzellzahl oder anderer Prozesse eine Response definieren bzw. eine
Resistenz gegeniiber einem Therapeutikum voraussagen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Schnittkulturen von Magenkarzinomen und AEG ein
humanes priaklinisches Tumormodell darstellen, in dem die Mikroumgebung und die originale
Morphologie des Tumors weitestgehend erhalten bleibt. Die wichtige Bedeutung der
Mikroumgebung fiir Tumorwachstum, Angiogenese und Invasion wurde in vielen Studien
beschrieben. Die Entwicklung neuer Therapieoptionen und personalisierter Therapiekonzepte
sowie die Untersuchung der Tumormikroumgebung kénnten in Schnittkulturen durchgefiihrt
werden. Zusétzlich konnen in diesem Modell neue Therapie-Targets gefunden und analysiert
werden. Die Aktivierung onkogener Signalwege sowie genetische Alterationen und ihre
Bedeutung vor und nach zytotoxischer Therapie lassen sich voraussichtlich mittels

Tumorschnittkulturen in vitro untersuchen.
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6. Anlagen
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Supplement Fig. 1. Characteristics of slice cultures. (a) No vertical gradient of cell viability in slice
cultures was observed upon H&E staining after 2 days. Nuclei were evenly distributed over the complete
vertical slice diameter. (b) This was also seen in immunohistochemistry stains, in which cytokeratin (Ck)
labeled tumor cells were equally distributed within the entire vertical culture (arrows). (c,d) Apoptosis
(apoptotic bodies, white arrows with a black border) could be observed over the entire vertical diameter after
exposure of slice cultures towards cytotoxic agents (here: 5-FU 10 pM). Surfaces are marked with a white
(b) or black (a, c, d) arrow. Fluorescent microscopy (b), original magnification: 200x in a-c, 400x in d.
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Supplement Fig. 2 Tumor cellularity after cytotoxic drug exposure (all cases). (a-¢) Five cases, which showed a tumor cell fraction
at day 0 of greater than 10% are illustrated.
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sample
number

25

26

29

Supplement Table 1: Patient and treatment characteristics of all samples used for slice culture experiments.

origin

GC

GC

GC

AEG

GC

GC

GC

AEG

neoadjuvant
chemotherapy

no

yes

yes

no

no

no

yes

time until culture period

cultivation
6h 1d, 2d, 4d, 6d
4h 2d, 4d, 6d
8h 2d, 4d, 6d
2h 2d, 4d, 6d
Sh 2d, 4d, 6d
6h 2d, 4d, 6d
4h 2d, 4d, 6d
6h 2d, 4d, 6d

displayed

Analysis (Fig. 3b)

Analysis (Fig. 3a)

Analysis (Fig. 3a)

Analysis (Fig. 3a)

Analysis (Fig. 1 a-d, Fig. 2 a-d;
Fig. 3b)

Analysis (Fig. 3 c-f, b)

Analysis (Fig. 2 e-h; Fig. 3b;
Fig. 4 f-j; Fig. 5 a-j)

Analysis (Fig. 1 e-g, Fig. 3a,
Fig. 4 a-e, Fig. 6)

histology and grading

adenocarcinoma, diffuse type,
G3

adenocarcinoma, intestinal type,
G3

adenocarcinoma, diffuse type,
G3

adenocarcinoma, diffuse type,
G3

adenocarcinoma, intestinal type,
G2

adenocarcinoma, diffuse type,
G3

adenocarcinoma, diffuse type,
G3

adenocarcinoma, diffuse type,
G3
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