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Sarkommodelle

Von der Grundlagenforschung zum Patienten

Sarcoma models

From bench to bedside

Zusammenfassung: Im Bereich der Weichteilsarkome gelan-
gen in den letzten Jahren trotz der Einfihrung der ,targeted
therapy” kein entscheidender Durchbruch in der medika-
mentdsen Therapie und keine wesentlichen Verbesserungen
der Uberlebensraten. Grund dafiir sind die hohe Heterogeni-
tat dieses Tumortyps, ein begrenztes Wissen lber die mole-
kularen Faktoren der Tumorentwicklung und -progression
und eine niedrige Inzidenz der einzelnen Sarkom-Subtypen,
welche die Durchfiihrung klinischer Studien zu einer Heraus-
forderung macht. Fir die Entwicklung neuer zielgerichteter
Therapeutika ist eine intensive Beforschung der Tumorbiolo-
gie mittels praklinischer Studien unabdingbar.

Neben der herkémmlichen 2D-Zellkultur hat sich in den letz-
ten Jahren die moderne Zellkultur immer starker in Richtung
dreidimensionaler Modelle entwickelt, welche dem physiolo-
gischen Ist-Zustand am besten entspricht. Durch die 3D-Kul-
tivierung werden die Architektur des Spendergewebes imi-
tiert und sowohl Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-Wechselwir-
kungen ermoglicht. Neben 3D-Kulturen mit verschiedenen
Tragermaterialien kénnen auch sogenannte Sphéaroidkultu-
ren gezlichtet und organotypische Schnittkulturen oder pa-
tientenspezifische Tumororganoide fiir unterschiedliche Fra-
gestellungen verwendet werden. Obwohl grundsatzlich die
3-R-Regel (reduce, refine, replace) gelten sollte, kann in der
biomedizinischen Grundlagenforschung nicht vollstandig auf
tierexperimentelle Studien verzichtet werden. Ein unkompli-
zierter, pflegeleichter und preisglinstiger Modellorganismus
ist die Larve des Zebrafisches. Zudem ermdglicht das klassi-
sche In-vivo-Mausmodell die Erforschung histologischer, ge-
netischer und epigenetischer Merkmale.
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Summary: Despite the recent introduction of “targeted ther-
apy” in the field of soft tissue sarcomas, no decisive break-
through has been achieved in terms of pharmaceutical ther-
apy or survival chances. The reason for this are the high het-
erogeneity of this tumor type, limited knowledge of the mol-
ecular factors causing tumor development and progression
and a low incidence of the various sarcoma subtypes, which
makes clinical studies challenging.

In order to develop new targeted therapies, intensive re-
search on tumor biology using pre-clinical studies is essen-
tial. Aside from conventional 2D cell culture, in recent years
modern cell culture has increasingly moved towards threedi-
mensional models, which offer a better representation of
physiological conditions. In 3D cell culture, the architecture
of the donor tissue can be imitated and cell-to-cell as well as
cell-to-matrix interactions are possible. Aside from 3D cul-
tures using various scaffold materials, so-called spheroid cul-
tures can also be performed, as well as organotypic section
cultures or patient specific tumor organoids, depending on
the research question. Although generally the 3R rule (re-
duce, refine, replace) should be followed, fundamental bio-
medical research cannot completely abstain from animal ex-
perimentation. The zebra fish larva is an uncomplicated, low
maintenance and economical model organism. Furthermore,
the classic in vivo mouse model allows research into histo-
logical, genetic and epigenetic characteristics.

Keywords: sarcoma, therapy resistance, cell culture,
3D spheroid cultures, xenograft models

Citation

Lohberger B, Rinner B, Liegl-Atzwanger B, Leithner A: Sarcoma
models. From bench to bedside.

OUP 2018; 7: 068-072 DOI 10.3238/0up.2018.0068-0072

T Universititsklinik fiir Orthopadie und Traumatologie, Medizinische Universitit Graz, Osterreich
2 Biomedizinische Forschung, Core Facility Alternative Biomodels und Preclinical Imaging, Medizinische Universitat Graz, Osterreich

3 Institut fir Pathologie, Medizinische Universitét Graz, Osterreich

B © Deutscher Arzteverlag | OUP | 2018; 7 (2)




Lohberger et al.:
Sarkommodelle
Sarcoma models

Einleitung

Im Gegensatz zu den hdufigeren Tumor-
arten wie Brustkrebs, malignem Mela-
nom oder Lungenkrebs gibt es im Be-
reich der eher seltenen, primir mali-
gnen Knochen- und Weichteiltumore
nur geringe Verbesserungen in der me-
dikamentdsen Therapie und zumeist
keine wesentlichen Verbesserungen der
Uberlebensraten [24]. Die 5-Jahres-
Uberlebensraten von PatientInnen mit
Osteosarkomen haben seit den 1980er
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se einer internationalen, open-label,
randomisierten, multizentrischen Pha-
se-1II-Studie zeigten tiberraschend eine
Uberlegenheit der bisherigen Standard-
Chemotherapie im Vergleich zu einer
innovativeren ,Histiotyp-spezifischen”
Therapie [10]. Auch wenn diese Studie
in mehrfacher Hinsicht kritisiert wird,
zeigt sich doch, dass bei Knochen- und
Weichteilsarkomen intensiv an neuen
medikamentdsen Therapieansdtzen ge-
forscht werden muss. Die niedrige Inzi-
denz der einzelnen Sarkom-Subtypen

2. Hanging-drop-Formation

-

Sedimentation

3. Zellaggregation

Zellulare
Grundlagenforschung

In der zelluldren Grundlagenforschung
im Bereich der Sarkome kommt der
Etablierung neuer Zelllinien eine be-
sondere Bedeutung zu, da die Anzahl
an offentlich zugdnglichen Zelllinien
sehr gering ist. Bei den renommierten
Zellbanken wie ATCC (American tissue
culture collection), CLS (Cell line ser-
vices) oder DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zelllinien)

4. Spheroidformation

24-48h
—

Spheroid

Abbildung 1a-d Dreidimensionale Spharoidkulturen. a) Methodischer Uberblick tiber die Entstehung der hanging drops; b) ein Spharoid im

Durchlichtmikroskop; €, d) immunhistochemische Hamatoxylin-Eosin Farbungen von Sarkom-Fibroblasten Co-Kulturen.

Jahren ein Plateau von ca. 60 % erreicht
[2]. Hinsichtlich der Weichteilsarkome
gelang trotz der Einfithrung der ,targe-
ted therapy” kein entscheidender
Durchbruch. Als einzige Ausnahme ist
hier die Therapie von myxoiden Lipo-
sarkomen mit dem Wirkstoff Trabecte-
din zu nennen, ein Tetrahydroisochino-
lin-Alkaloid. Der Mangel an innovati-
ven Ansdtzen bei der Sarkombehand-
lung resultiert aus der hohen Heteroge-
nitdt dieses Tumortyps mit mehr als 70
verschiedenen histopathologischen
Subtypen und dem begrenzten Wissen
iiber die molekularen Faktoren der Tu-
morentwicklung und Tumorprogressi-
on [8, 12]. Die aktuell im Mai 2017 im
Lancet Oncology publizierten Ergebnis-

stellt nach wie vor eine Herausforde-
rung fiir die Durchfiihrung klinischer
Studien dar [7].

Um die Tumorbiologie besser zu ver-
stehen und zielgerichtete innovative
Therapeutika zu entwickeln, sind prakli-
nische In-vitro- und In-vivo-Studien er-
forderlich. Der vorliegende Artikel soll
einen Uberblick tiber derzeitige Modelle
fiir die Grundlagenforschung im Be-
reich der Knochen- und Weichteilsarko-
me geben. Mit Hilfe der Methoden, die
auf Basis der Zellkultur und der Genetik
aufbauen, soll die Pathophysiologie und
die Tumorgenese dieser seltenen Entité-
ten erforscht werden. Zudem spielen
auch addquate In-vivo-Modelle eine
wichtige Rolle.

sind nur von einzelnen Sarkomentita-
ten mehrere Zelllinien erhdltlich. Nur
bei hadufiger vorkommenden Sarkom-
typen wie Osteosarkome, Leiomyosar-
kome oder Rhabdomyosarkome kann
man auf eine ausreichende Anzahl un-
terschiedlicher Zelllinien zurtickgrei-
fen, wohingegen von anderen Sarkom-
arten, wie z.B. dem Synovialsarkom,
nur eine einzige Zelllinie zur Ver-
fiigung steht. Von sehr seltenen Subty-
pen wie dem alveoldren Weichteilsar-
kom gibt es gar keine verftigbare Zellli-
nie [19]. Aufgrund dieser Einschridn-
kungen konzentrieren sich verschiede-
ne Arbeitsgruppen auf die Etablierung
und Charakterisierung neuer Sarkom-
zelllinien.
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Die molekularen Verdnderungen
wahrend einer langen Kultivierungsdau-
er sind ein bekanntes Phanomen. Nach
ca. 40 Passagen kommt es zu einem deut-
lichen Anstieg bei den LOHs (Verlust der
Heterozygotie). Um die genetischen Un-
terschiede zwischen den Subklonen, My-
koplasmenkontaminationen und Ver-
unreinigungen mit anderen Zelllinien zu
vermeiden, untersuchte das EuroBoNet
Konsortium 2010 36 Osteosarkom-,
Ewing-Sarkom- und Chondrosarkom-
Zelllinien [17].

Die Tumorheterogenitdt ist ein be-
Charakteristikum humaner
Dabei
sich die Zellen innerhalb eines Tumors
beziiglich ihrer Morphologie, ihrer Gen-
expression, ihres Metabolismus und ih-

sonderes

Tumorerkrankungen. konnen

rem Metastasierungspotenzial deutlich
voneinander unterscheiden. Diese Hete-
rogenitdt macht unter anderem die Be-
handlung von Tumoren so schwierig, da
eine Tumorprobe (aus einer Biopsie)
nicht zwingend reprasentativ fiir die ge-
samte Tumormasse ist. Das von Lohber-
ger et al. etablierte Myxofibrosarkom-
Tumorheterogenititsmodel stellt ein
nitzliches Instrument dar, um tiefere
Einblicke in die Tumorpathogenese und
Tumorheterogenitidt von Myxofibrosar-
komen zu erhalten und neue Behand-
lungsmoglichkeiten erforschen zu kon-
nen [16].

Da die herkdmmliche Zellkultur mit
Sarkomzelllinien einfach zu handhaben
und kostengiinstig ist, finden sie ein
breite Anwendung in der priklinischen
Forschung. Besonders fiir das pharma-
kologische Screeningverfahren neuer
Wirkstoffgruppen werden systematisch
standardisierte, zelluldre Tests an Zell-
linien durchgefiihrt, um neue mogliche
Targets fiir eine Therapie zu finden. Die
groften Nachteile dieser Modelle sind
jedoch das Fehlen dreidimensionaler
(3D) Strukturen und das fehlende Zu-
sammenspiel zwischen der Tumorzelle
und ihrem natiirlichen zelluliren Um-
feld [1].

3D-In-vitro-Modelle

Sphéroide

In den letzten Jahren hat sich daher
die moderne Zellkultur immer stiarker

in Richtung 3D-Modelle entwickelt,
welche den physiologischen Ist-Zu-

B,

|

Abbildung 2a-c Mausmodell. @) Xenograft-Sarkommodel; b) préparierte Xenotransplantate;

¢) GFP-markierte Tumore.

stand am ehesten wiederspiegeln. In
der konventionellen 2D-Zellkultur
breiten sich adhdrente Zellen auf einer
Plastikoberfliche als sogenannter
»Monolayer” aus, das heifdt als einzel-
lige Schicht. Sie wachsen zu einem
dichten Zellrasen heran, horen aber
auf sich zu teilen, sobald sie zu dicht
werden. Man spricht hier von der soge-
nannten Kontaktinhibition. Es kommt
zu einer Verdnderung der Zellmorpho-
logie und der RNA- und Proteinexpres-
sion [13, 22]. Im menschlichen Koérper
jedoch wachsen Zellen in Zellverban-
den und Organen, und die sind nun
mal nicht flach, sondern dreidimen-
sional. Durch die dreidimensionale
Kultivierung werden die Architektur
des Spendergewebes imitiert und Zell-
Zell- bzw. Zell-Matrix-Wechselwirkun-
gen ermdglicht [1].

Grundsétzlich gibt es 3D-Kulturen
mit und ohne Triagermaterialien. Bei-
spiele fiir 3D-Trdgermaterialien sind
Matrigel, Agarose, Methylcellulose, Fi-
brin oder der Kollagenschwamm. Letz-
terer eignet sich sowohl fiir statische
wie auch fiir dynamische (Rollerkultur)
Systeme oder bioreaktorgestiitzte Zell-
kulturen. Die 3D-Kultivierung funktio-
niert aber auch ohne Trdger, etwa bei
der Sphéroidkultur. Spharoide sind ku-
gelig aggregierte Zellhaufen, die nicht
an ein tbliches Zellkultursubstrat ge-
bunden wachsen (Abb. 1). Diese Sphi-
roide sind hervorragend fiir die Tumor-
forschung geeignet, da sie auch in Kom-

bination mit anderen Zelltypen - wie
z.B. Fibroblasten aus dem umliegenden
Bindegewebe (sogenannte Tumor asso-
ziierte Fibroblasten) — als Co-Kultur ge-
ziichtet werden kénnen. In dieser Ver-
suchsanordnung konnen auch Inter-
aktionen zwischen den verschiedenen
Zelltypen erforscht werden.

Voissiere et al. etablierten ein
3D-Chondrosarkommodell fiir phar-
makologische Analysen von Chemo-
therapeutika [27]. Hierbei werden die
Tumorzellen mit Bestandteilen der ex-
trazelluldren Matrix wie Glykosamino-
glykane und Typ-lI-Kollagen kom-
biniert. Sphidroidkulturen aus kom-
merziell erhdltlichen Osteosarkomzel-
len (MG63) und Fibrosarkomzellen
(HT1080) waren resistent gegen Doxo-
rubicin und Cisplatin [9]. Salerno et al.
zeigten, dass Sphdaroidkulturen nach
einer Transplantation in Mausen Tu-
more ausbilden, welche dem urspriing-
lichen Primédrtumor entsprechen [20].
Modifizierungen der Zellkulturbedin-
gungen, wie z.B. die Reduktion der
0O2-Bedingungen, erh6hen das Wachs-
tum dieser 3D-Kulturen.

Bei all den neuen Techniken, die
sich in den letzten Jahren entwickelt ha-
ben, darf man aber nicht vergessen, dass
die 3D-Zellkultur keine neuartige Erfin-
dung ist. Bereits Anfang des 20. Jahr-
hunderts ziichtete der amerikanische
Anatom und Zoologe Ross Granville
Harrison Nervenzellen in einem Trop-
fen aus Lymphflissigkeit, der an der

B © Deutscher Arzteverlag 1 OUP | 2018; 7 (2)
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Unterseite eines Deckgldschens hing.
Die sogenannte Hanging-drop-Metho-
de war geboren. Die von Harrison ver-
wendeten Nervenzellen konnten sich in
dem tiber einer kleinen Vertiefung des
Objekttragers hdangenden Tropfen un-
gestort in alle 3 Richtungen des Raums
ausbreiten [4].

Organotypische Schnittkulturen

Immortalisierte Zelllinien, welche sich
beliebig héufig teilen und in sich in ei-
ner Zellkultur theoretisch unbegrenzt
vermehren, sind eines der wichtigsten
Instrumente in der medizinischen For-
schung. Durch langfristige Kultivierung
unterscheiden sich jedoch die Zellen in
ihren molekularen und phédnotypischen
Eigenschaften stark von den Herkunfts-
zellen. Um diese Einschridnkungen zu
tuberwinden, konnen direkt aus fri-
schem Tumorgewebe sog. organotypi-
sche Schnittkulturen angelegt werden.
Vor allem fiir die molekulare Charakteri-
sierung vor und nach einer medikamen-
tosen Behandlung ist diese Methode be-
sonders geeignet [26]. Gewebeschnitte
konnen allerdings nur fiir wenige Tage
in Kultur gehalten werden. Somit ist der
Anwendungsbereich dieses Modells ein-
geschrankt.

Mit Hilfe von Tumororganoid-Mo-
dellen, die direkt aus PatientInnen iso-
liert worden sind und eine entspre-
chend umfassende Anamnese und de-
taillierte genomische Informationen
aufweisen, konnen unterschiedliche
Substanzen in einem Hochdurchsatz-
Screening getestet werden [18]. Die di-
rekte Korrelation zwischen dem Tu-
morgenom und der Behandlung er-
moglicht personalisierte Medizin und
eine Verbesserung in der PatientInnen-
Behandlung. Organoide Technologien
sind somit in der Tumorforschung im
Bereich zwischen in vitro und in vivo
angeordnet.

In-vivo-Modelle

Die In-vitro-Studien liefern Hinweise
zum Wirkmechanismus, zur Vertrdg-
lichkeit und zur moglichen Dosierung
eines spdteren Medikaments. Aus den
Ergebnissen im , Tiermodell” lassen sich
zwar nur ungefahre Riickschliisse auf die
Effekte eines Medikaments auf den
menschlichen Korper ziehen, man er-

hilt jedoch wichtige Informationen be-
ziiglich der Toxizitdt, wie der Organis-
mus ein Arzneimittel verarbeiten wird
und tiber welche Organe er welche Ab-
bauprodukte wieder ausscheidet.

Zebrafisch

Ein beliebter Modellorganismus in der
medizinischen Forschung sind die Lar-
ven des Zebrafischs (Zebrabarblinge).
Zum einen ist der Zebrafisch ein un-
komplizierter, pflegeleichter und preis-
glinstiger Zeitgenosse. Er braucht nicht
viel Platz und reproduziert sich in Mas-
sen mit bis zu 300 Eiern wochentlich.
Zum anderen lassen sich viele der Er-
kenntnisse, die beim Zebrafisch ge-
wonnen werden, auf den Menschen
ubertragen. Zum Beispiel konnen
Transplantationsexperimente an den
Embryonen der Zebrafische vorgenom-
men werden, die nicht nur grof3 genug
dafiir sind, sondern auch den Vorteil
der Durchsichtigkeit bieten. Bis ins frii-
he Larvenstadium hinein sind alle Zel-
len gut erkennbar. Diese Eigenschaft
kann in der Tumorforschung dazu ge-
nutzt werden, um das Wachstum eines
Tumors direkt zu betrachten, den Weg
der Tumorzellen durch die Gefdfie zu
verfolgen (Migration) oder die Entste-
hung und Lokalisation von Metastasen
zu erforschen.

Eine hohe genetische Konservie-
rung in Kombination mit einer einzig-
artigen Sensitivitdt fiir Sarkome hat den
Zebrafisch zu einem wirksamen Werk-
zeug fiir die Untersuchung dieser
Tumorentititen gemacht [11]. Trans-
gene- und Genaktivierungsstrategien
wurden eingesetzt, um Zebrafisch-
modelle von Rhabdomyosarkomen [25,
21], malignen peripheren Nervenschei-
dentumoren [3], Ewing-Sarkomen [15],
Fibrosarkomen [14] und Liposarkomen
[6] zu entwickeln.

Xenograft-Modelle

Eine interessante Plattform zur Model-
lierung humaner Tumorerkrankungen
bieten immundefiziente Mause. Die
NOD-scid IL2rynull Maus riickt zuneh-
mend in den Fokus der préklinischen
Forschung. Bei diesen Mdusen handelt
es sich um Tiere, die keine funktionalen
B- und T-Zellen sowie natiirliche Killer-
zellen haben. Hinzu kommt, dass auch
die Makrophagen und dendritischen

Zellen dieser Tiere dysfunktional sind.
Dadurch besteht die Moglichkeit, die
Maduse zu ,,humanisieren”. Traditionell
werden Maus-Sarkom-Xenografts ver-
wendet, um die Auswirkungen von
Chemotherapeutika wie Cisplatin, Do-
xorubicin, Ifosfomid und Methotrexat
zu testen [5]. Resistente Xenograft-Tu-
more werden als experimentelle Mo-
dellsysteme verwendet, um die Mecha-
nismen der Arzneimittelresistenz zu er-
forschen und die Sensitivitdt gegeniiber
pharmazeutischen Wirkstoffen zu erho-
hen [28] (Abb. 2).

Wird menschliches Tumorgewebe in
eine Maus eingepflanzt, spricht man
von einem PDX-Modell (patient derived
xenograft). Hierbei stimmt die anatomi-
sche Lage des Implantats mit jedem des
Ursprungstumors tiberein. Durch diese
In-vivo-Methode wird es mdoglich, die
histologischen, genetischen und epi-
genetischen Merkmale sowie die Muster
des Tumorwachstums patientenspezi-
fisch zu reproduzieren [23].

Generell sollte bei allen tierexperi-
mentellen Studien die 3-R-Regel (redu-
ce, refine, replace) gelten. Diese wurde
Ende der 1950er Jahre von den briti-
schen Wissenschaftlern W. Russell und
R. Burch erstmals formuliert. , Reduce”
bedeutet in diesem Zusammenhang die
Verminderung der Anzahl an benétig-
ten Tieren auf ein Minimum, ,refine”
die Optimierung der angewendeten Me-
thoden und ,replace” den Ersatz von
Tierversuchen durch alternative Metho-
den.

Ziel all dieser Bemiihungen ist die
Entwicklung neuartiger, zielgerichteter
Therapien fiir SarkompatientInnen, bei
denen vorhandene Behandlungsstrate-
gien optimiert und Resistenzentwick-
lungen gegeniiber medikamentoser
Therapie und Strahlentherapie mini-
miert werden. T
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