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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom - Klassifizierung und Prognose

Brustkrebs ist die weltweit haufigste bdsartige Tumorerkrankung von Frauen (Harbeck
et al. 2019). Trotz verbesserter Friherkennungsmafinahmen und Behandlungs-
optionen stellt er noch immer eine der Haupttodesursachen unter den neoplastischen
Erkrankungen dar (Weigelt et al. 2005).

Die histopathologische Einteilung erfolgt in die Gruppen der nicht-invasiven Karzinome
(Carcinoma in situ) und die der invasiven Brustkrebsformen. Unter den letzteren stellen
die duktalen bzw. als nicht-spezifischer Typ (NST) bezeichnete und die lobuléaren
Karzinome die haufigsten Entitaten in der westlichen Welt dar (Russnes et al. 2017;
Hoon Tan et al. 2020). Zu den selteneren Formen zahlen unter anderem tubulare,

muzindse und medullare Subtypen.

Zur weiteren Differenzierung haben sich in den letzten Jahrzehnten molekulare
Parameter, die die Tumorformen hinsichtlich gezielterer Therapieoptionen und
Prognose unterscheiden, etabliert. Neben der Expression von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren ist die Bestimmung der Auspragung des human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2/neu) fir die Diagnostik essenziell (Goldhirsch et al.
2011; Russnes et al. 2017). Auf Grundlage dessen lassen sich drei heterogene
Hauptformen kategorisieren: Hormonrezeptor-positive, HER2/neu-Uberexprimierende
und triple-negative, d. h. weder Hormonrezeptor- noch HER2/neu-exprimierende

Tumoren.

Der Uberwiegende Teil wird von den Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen
(65 — 75%) gebildet (Liedtke und Kiesel 2012), die sich abhangig von ihrer
Proliferationsrate in die Unterformen ,Luminal A“ und ,Luminal B* subklassifizieren
lassen (Perou et al. 2000). Diese sind mit einer per se besseren Prognose verglichen
mit den beiden anderen Subtypen assoziiert (Goto et al. 2018). Eine adjuvante
endokrine Therapie, die einen Rezeptorantagonismus mittels Tamoxifen oder eine
supprimierte Ostrogenproduktion bewirkt, wird ab einer nachweisbaren Expression

von Hormonrezeptoren von = 1% empfohlen, wohingegen eine zusatzliche
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Chemotherapie in fortgeschrittenen Stadien in Abhangigkeit weiterer Risikofaktoren
indiziert ist (Aebi et al. 2010; Brufsky 2015). Zu den neueren Substanzen in der
Behandlung bei metastasiertem Hormonrezeptor-positiven Brustkrebs z&hlen unter
anderem Inhibitoren der Cyclin-abhangigen Kinase 4 und 6 (CDK4/6) (Fernandes et
al. 2018; Shah et al. 2018).

Die HER2/neu-angereicherten Tumoren (15 - 20%) (Yersal und Barutca 2014)
beruhen auf einer Uberexpression und/ oder Amplifikation des Gens erb-B2 (King et
al. 1985). Mit der Einfihrung des humanisierten monoklonalen HER2/neu-Antikodrpers
Trastuzumab in Kombination mit einer konventionellen Chemotherapie konnte diese
einst sehr aggressive Erkrankung mit schlechter Prognose zu einer gut behandelbaren
gewandelt werden (Santa-Maria et al. 2016; Slamon et al. 1987). In den letzten Jahren
haben sich zur Therapie spezifische Tyrosinkinaserezeptoren wie Lapatinib und
Tucatinib sowie das Antikdrper-Wirkstoff-Konjugat Trastuzumab-Emtansin (T-DM1)
etabliert (Bartsch und Bergen 2018; Lewis et al. 2008).

Die heterogene Gruppe der triple-negativen Mammakarzinome stellt zwar mit 10 - 15%
(Vuong et al. 2014) eine vergleichsweise kleinere Population dar, betrifft jedoch
besonders jiungere Frauen und ist trotz der meist initial hohen Sensitivitat gegentber
Chemotherapeutika wegen seiner diversen Unterformen und des bisher fehlenden
Ansatzes einer gezielteren Behandlung mit der schlechtesten Prognose verbunden
(Serlie et al. 2001; Kaufmann und Pusztai 2011). Potenziell vielversprechende
Therapeutika umfassen Antiandrogene, Immuncheckpoint-Inhibitoren wie PD-1- bzw.
PD-L1-Antikorper, fir die kurzlich ein Uberlebensvorteil nachgewiesen werden konnte
(Mavratzas et al. 2020; Schmid et al. 2018; Schmid et al. 2020), sowie Polyadenosin-
diphosphat-Ribose-Polymerase (PARP) -Inhibitoren Olaparib fur Tragerinnen einer
BRCA1/2-Mutation (Armstrong und Clay 2019).

Obwohl nur etwa 5 bis 10% der Patientinnen mit Brustkrebs bei Diagnosestellung
Fernmetastasen und somit bereits eine inkurable Erkrankungssituation aufweisen,
bleibt das Risiko einer Metastasierung im Verlauf auch bei einem initial lokalisierten
Stadium hoch (Waks und Winer 2019). Es wird geschéatzt, dass etwa 15% der
Brustkrebspatientinnen innerhalb von 3 Jahren (Weigelt et al. 2005) und mindestens
30% der Frauen in einem unbegrenzten Zeitraum nach der initialen Behandlung
Fernmetastasen entwickeln (Kimbung et al. 2015). Zu den am haufigsten betroffenen

Organen zadhlen hierbei Knochen, Lunge und Leber sowie im weiteren
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Krankheitsverlauf auch das Gehirn (Lee 1983; Marino et al. 2013; Shao et al. 2011).
Die Morbiditat wird hierbei nicht nur von den von der Lokalisation der Metastasen
abhangigen Komplikationen beeinflusst, sondern steigt auch mit Anzahl der
Absiedelungen (Largillier et al. 2008). Aufgrund der Einfuhrung von Screening-
programmen, verbesserter diagnostischer Mal3hahmen und systemischer Therapie-
konzepte konnten zwar die Inzidenz und die Mortalitat durch Metastasen in den zuerst
betroffenen Organen gesenkt werden (Gil-Gil et al. 2014), jedoch ist seither ein
vermehrtes Auftreten von Tochtergeschwilsten im Hirnparenchym oder den

Hirnh&auten zu verzeichnen (Pelletier et al. 2008; Weigelt et al. 2005).

1.2  Tumorprogression und Metastasierung

Obwohl die Folgen einer Metastasierung fur bis zu 90% der Todesursachen
krebserkrankter Patienten verantwortlich gemacht werden, ist bisher nicht vollstandig
verstanden, welche Prozesse an der Streuung maligner Zellen in ein vom Primé&rtumor
entferntes Organ sowie dessen Destruktion beteiligt sind (Spano und Zollo 2012;
Weigelt et al. 2005).

1.2.1 Mechanismen der Metastasierung

Erwiesen ist, dass die malignen Zellen eines Primarherdes viele komplexe,
zusammenhéngende Schritte der Tumorprogression durchlaufen missen, um sich
schlielich erfolgreich in einem sekundaren Organ anzusiedeln (Fidler 2002; Poste
und Fidler 1980). Auf Basis extensiver Forschung lassen sich zum derzeitigen
Zeitpunkt zehn Kennzeichen von Krebszellen (s. Abb. 1.1), die deren fundamentale
Gemeinsamkeiten zusammenfassen sollen, kategorisieren (Hanahan und Weinberg
2000, 2011; Welch und Hurst 2019). Demnach fihren Mutationen in Tumorsuppressor-
und Protoonkogenen zu einer Durchbrechung regulativer Mechanismen wie dem
programmierten Zelltod und einer Proliferationshemmung. Mittels einer Anpassung
ihrer Energieregulation sind sie dazu befahigt, ihre fur ihr ungehemmtes Wachstum
notige gesteigerte metabolische Versorgung zu sichern. Im Verlauf der weiteren
malignen Entartung kommt es zu einer zunehmenden genomischen Instabilitat mit
krankhafter Veranderung der Erbinformation, die schlie3lich auch an die Tochterzellen
weitergegeben wird. Uber die Induktion einer Angiogenese erlangt der Tumor

Anschluss an das Blutgefal3system, Giber welches die malignen Zellen in die Zirkulation
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eintreten konnen. Ein GrofR3teil der zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells,
CTC) stirbt innerhalb kurzer Zeit, sodass schlie3lich weniger als 0,01% dieser Zellen
potentiell eine Metastase bilden kann (Fidler 1970; Vanharanta und Massagué 2013).
Nach erfolgreicher Extravasation tber das Kapillarnetz im Zielorgan ist es schlie3lich
maoglich, Gber eine Invasion und Modulation des neuen Gewebes als disseminierte
Tumorzelle (disseminated tumor cells, DTC) die Kolonisation zu finalisieren. In allen
genannten Lokalisationen - also sowohl im Prim&rtumor, in der Zirkulation als auch im
Zielorgan - ist es vonndten, einer Erkennung und Destruktion durch das Immunsystem

zu entgehen.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoiding

immune
@estruction

Resisting Enabling

cell replicative
death immortality
Genome Tumor-
instability & . promoting
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Abb. 1.1: Kennzeichen maligner Zellen

Dargestellt sind die bis dato kategorisierten Fahigkeiten einer jeden Krebszelle, die im Verlauf der
Erkrankung erworben werden muissen, um sich erfolgreich in einem sekundaren Organ anzusiedeln
(Einzelheiten siehe Text). Abbildung modifiziert nach Hanahan und Weinberg (2011) mit freundlicher
Genehmigung von Copyright Clearance Center’s RightsLink®

Die Vorstellung, dass die Tumorzellen linear die genannten Fahigkeiten erwerben
mussen, damit es letztlich zur erfolgreichen Kolonisation in einem sekundéren Organ
kommt, gilt inzwischen als obsolet. Vielmehr wird die Metastasierungskaskade als eine
Serie gleichzeitiger, zum Teil auch Uberlappender Prozesse angesehen (Harper et al.
2016; Lambert et al. 2017). Neuere Erkenntnisse deuten zudem darauf hin, dass die
Aussaat der Tumorzellen in sekundare Gewebe bereits frih in der Tumorprogression

und oft noch vor Detektion des Primarius stattfindet (Hosseini et al. 2016; Hu et al.
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2017). Solitare Zellen sind dazu befahigt, aus dem Zellzyklus auszutreten und in einem
ruhenden Zustand als sogenannte dormant cells zu verharren, bis sie schlief3lich mit
einer Latenz von Monaten bis Jahren nach Ankunft im sekundaren Gewebe reaktiviert
werden und die Formation einer Metastase initiieren kénnen (Massagué und Obenauf
2016; Townson und Chambers 2006).

Early dispersion (minutes to days)

I

A—

Metastatic seeding and latency (days to decades) Overt colonization

Abb. 1.2: Schritte der metastatischen Kolonisation

In der Phase der Pra-Kolonisation (oberer Teil der Abbildung) kommt es innerhalb von Minuten bis
Tagen zu einer Serie folgender Ereignisse: lokale Invasion der malignen Zellen im Primarius (1),
Intravasation in das Blutgefal3system des Tumors (2), Zirkulation der CTC als Einzelzelle oder Cluster
(3), Arrest im Kapillarnetz (4), Extravasation in das Parenchym des Zielorgans (5). Die Phase der
eigentlichen metastatischen Kolonisation (unterer Teil der Abbildung) erstreckt sich Gber einen Zeitraum
von Tagen bis mehrere Jahre und lasst sich folgendermaf3en gliedern: zunéchst missen die aus dem
Gefal3system ausgetretenen Zellen den lokalen Abwehrmechanismen des betroffenen Organs
umgehen (6), um sich im Weiteren in einer geeigneten Umgebung niederlassen und ihr
tumorinitiierendes Potential entfalten zu kdnnen (7). Wahrend einer Latenzphase von Monaten bis
Dekaden kdnnen die DTC als Einzelzelle (8) oder im Verband als indolente Mikrometastasen (9)
verweilen, bis schlieBlich eine ungehinderte Proliferation (10) mit Modulation der lokalen
Mikroumgebung zu eigenen Gunsten (11) eintritt. Eine Behandlung (Rx) gesicherter, meist bereits
klinisch manifester (Makro-) Metastasen kann mdglicherweise einen Teil der Zellen eliminieren (12).
Uber die Aneignung von Resistenzen gegeniiber systemischen Therapeutika (13) kann es im Verlauf
letztlich zu einem Auswachsen eines Therapie-refraktaren Tumors (14) kommen. Ubernommen aus
Massagué und Obenauf (2016) mit freundlicher Genehmigung der Nature Publishing Group sowie der
Autoren

Der Prozess der metastatischen Kolonisation lasst sich vereinfacht in vier Schritte
gliedern: zunéachst sind eine Re-Initiierung der Proliferation und Modulation der Mikro-

umgebung des betroffenen Organs vonnoéten, damit durch weitere Motilitat und
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Invasion eine Mikrometastase (< 2 mm) gebildet wird, aus der im Weiteren eine
Makrometastase mit eigenem Bindegewebe und Blutgefal3system hervorgeht, die zur
Organdestruktion mit folgendem -versagen und zum Tod fuihren kann (Blazquez et al.
2020; Massagué und Obenauf 2016; Welch und Hurst 2019).

Wahrend sich die Forschung lange Zeit vornehmlich auf die Identifikation von
intrinsischen Faktoren wie genetischen und epigenetischen Veranderungen in den
malignen Zellen selbst und dem daraus resultierenden metastatischen Potential
konzentrierte, wird der dazugehdrigen Umgebung im Zielorgan, dem sogenannten

Mikromilieu, immer mehr Beachtung beigemessen.

1.2.2 Tumorprogression durch Mikromilieu

Ahnlich wie gesunde Gewebe bestehen Tumoren aus parenchymatésen und
stromalen Komponenten (Dvorak et al. 2011). Neben einem vom zugrundeliegenden
Malignom abhéngigen, variablen Anteil des Parenchyms, das aus den Tumorzellen
selbst gebildet wird, besteht das Stroma aus einer Vielzahl von benignen Zellen und
azellularen Bestandteilen. Dieses sogenannte Mikromilieu beinhaltet residente
Faktoren wie in extrazellulare Matrix (extracellular matrix, ECM) eingebettete
Fibroblasten, Blut- und Lymphgefal3e sowie verschiedenste Chemo- und Zytokine
einerseits und nicht-residente, d. h. in das Gewebe eingewanderte Leukozyten
andererseits (Schiavoni et al. 2013). Letztere werden neben T-Lymphozyten,
naturlichen Killer- (NK-Zellen) und dendritischen Zellen zum Grof3teil von
Makrophagen reprasentiert (Solinas et al. 2009). In diesem konstruierten Netzwerk
herrschen komplexe dynamische Interaktionen und bidirektionale Wechselwirkungen,
die die neoplastischen Eigenschaften der Tumorzellen zugunsten einer Progression

beeinflussen kdnnen.

Makrophagen sind Teil des angeborenen Immunsystems und differenzieren sich aus
zirkulierenden monozytaren Progenitorzellen. Diese kdnnen via chemotaktischen
Reizen aus dem Blutgefal3system in ein Zielorgan ubertreten und abhéngig von den
Signalen aus der neuen Umgebung in reife Makrophagen mit unterschiedlichen
Phanotypen polarisieren (Mantovani et al. 2004; Martinez et al. 2009; Mosser 2003).
In diesem Zusammenhang hat sich stark vereinfachend die Dichotomie der

sogenannten M1- und M2-Makrophagen, die die beiden Extreme eines Kontinuums



1 Einleitung

unterschiedlicher Funktionszustdnde darstellen soll und im Expressionsmuster von

Zytokinen, Enzymen und Oberflachenantigenen variiert, in der Wissenschaft etabliert.

Die klassische Aktivierungsform hin zum M1-Phanotyp erfolgt in Anwesenheit von
Lipopolysacchariden (LPS) aus der Membran gram-negativer Bakterien oder des
Zytokins Interferon-y (IFN-y) und ist durch die Induktion einer Entztindungsreaktion mit
hoher Expression von Interleukin-12 (IL-12) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
einer supprimierten IL-10-Synthese gekennzeichnet (IL-12"9" und IL-10'°%) (Mantovani
et al. 2002). Dies fuhrt zu einer vermehrten Antigenprasentation uber major
histocompatibility complex (MHC)-Molekuile sowie zu einer gesteigerten zytotoxischen
Aktivitat gegenuber Mikroorganismen und potenziell auch neoplastischen Zellen
(Chanmee et al. 2014; Solinas et al. 2009).

Innerhalb des M2-Makrophagenphénotyps lassen sich weitere Subtypen (M2a, M2b
und M2c), die durch alternative Aktivierungsmaglichkeiten charakterisiert und fur
Prozesse wie Wundheilung, Gewebsumorganisation und Angiogenese zustandig sind,
definieren (Martinez et al. 2009). Diese Polaritdt wird in Anwesenheit erhohter
Konzentrationen an IL-4, -10 und -13 und durch aktivierte toll like receptor- (TLR-)
Signalkaskaden, Immunkomplexe sowie Glukokortikoide induziert und zeichnet sich
durch eine hohe IL-10- und niedrige IL-12-Expression aus (IL-12'°% und IL-10Mg")
(Cassetta et al. 2011).

Bereits in den 1970er Jahren wurden progressionsfordernde Eigenschaften von im
Mikromilieu eines Malignoms befindlichen Makrophagen, sogenannten Tumor-
assoziierten Makrophagen (TAM), beschrieben (Balkwill und Mantovani 2001). In
vielen nachfolgenden Kklinischen Studien korrelierte das Ausmald der TAM-
Ansammlung in unterschiedlichen Tumortypen mit einer schlechteren Prognose fir die
Betroffenen (Leek und Harris 2002; Lewis und Pollard 2006; O'Sullivan und Lewis
1994; Sica et al. 2006) sowie einem gesteigerten metastatischen Potential der
Tumorzellen (Nardin und Abastado 2008). Aufgrund ihrer per se M2-artigen
Polarisierung sind TAM dazu in der Lage, nahezu alle Prozesse der Tumorprogression
und der Metastasierung zu unterstiitzen (Mantovani et al. 2002; Pollard 2004; Qian
und Pollard 2010; van Ginderachter et al. 2006). Sie migrieren praferentiell in schlecht
vaskularisierte, nekrotisch-hypoxische Gebiete des Tumors (Murdoch et al. 2004), wo
sie Uber die Hochregulation des Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor-2a

(HIF-2a) die Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF) und anderen
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proangiogenetischen Faktoren induzieren (Leek et al. 1996; Mantovani et al. 2002;
Talks et al. 2000). Dies fuhrt zur Bildung neuer Gefal3e, die essenziell fir das weitere
Tumorwachstum und Voraussetzung fur eine erfolgreiche Intravasation sind. Durch die
Produktion von Enzymen wie Matrixmetalloproteinasen (MMP), insbesondere MMP9,
Urokinasen und Kathepsinen erfolgen die Degradierung sowie ein Umbau der ECM,
was die Motilitat der Tumorzellen steigert und deren Invasion in umliegendes Gewebe
unterstitzt (Pollard 2004). Weiterhin sezernieren TAM Wachstumsfaktoren wie
epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor-8 (TGF-B) und weitere
Zytokine, die letztlich zu einer erleichterten Migration der malignen Zellen fiihren und
zusatzlich proliferative und anti-apoptotische Signale liefern (Massagué 2008;
O'Sullivan et al. 1993; Pollard 2004).

1.2.3 Rolle residenter Makrophagen bei der metastatischen Kolonisation

Bereits 1889 stellte Stephen Paget mit seiner ,seed-and-soil“Theorie die Hypothese
auf, dass die Mechanismen der Metastasierung auf Interaktionen zwischen den
Tumorzellen (= seed, Samen) und dem Mikromilieu des sekundéaren Gewebes (= soil,
Nahrboden) beruhen (Paget 1889). Die Entwicklung eines metastatischen Herdes ist
demnach nicht allein durch intrinsische Faktoren der Tumorzellen bedingt, sondern
erfordert erneut eine optimale Umgebung fir die erfolgreiche Kolonisation im
Zielorgan. Pagets Annahme wird durch die Tatsache, dass Tumoren praferentiell in
bestimmte sekundare Gewebe streuen, wie in 1.1 fir das Mammakarzinom erwahnt,
und demnach einen von der Entitdt abhangigen Organtropismus aufweisen,
unterstutzt (Chen et al. 2018).

Hierfir moduliert der Primé&rtumor durch die Ausschiittung von l6slichen Mediatoren,
die als Lockstoffe fungieren und monozytare Zellen des Knochenmarks mobilisieren,
noch vor der Ankunft erster zirkulierender Tumorzellen das kiinftige Metastasenorgan
und schafft sich auf diese Weise ein optimales Milieu, die sogenannte
prametastatische Nische, fir deren spatere Kolonisation (Kaplan et al. 2005; Steeg
2016).

Der Umstand, dass Metastasen besonders in Organen mit spezialisierten residenten
Makrophagenpopulationen auftreten, wirft die Frage auf, ob ebenso wie monozytéare
Zellen von Primartumor und prametastatischem Gewebe auch die ortstandigen

Immunzellen als Teil des Nahrbodens einen progressionsférdernden Einfluss haben.
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Jedoch haben sich bisher nur sehr wenige Arbeiten mit diesem Thema beschaftigt. Fur
die Kupffer-Zellen, die Leber-spezifischen Makrophagen, wurde in Tiermodellen mit
Tumorzelllinien kolorektaler Karzinome demonstriert, dass durch die Depletion der
Immunzellen sowie deren direkter und indirekter Stimulation sowohl tumorizide
(Gorden et al. 2007; Sturm et al. 2003) als auch proinvasive (Bayon et al. 1996; Heuff
et al. 1993; Wen et al. 2013) Funktionszustande erreicht werden kénnen. In einem
organotypischen Hirnschnitt-Ko-Kulturmodell wurde erstmals gezeigt, dass die
residenten Makrophagen des zentralen Nervensystems (ZNS), die Mikroglia, aktiv als
Transporter und wegbereitende Lotsen fir die Mammakarzinomzellen dienen kénnen
und auf diese Weise die Kolonisation im Hirngewebe férdern (Chuang et al. 2013;
Pukrop et al. 2010). Dieser Prozess, der als Makrophagen-/ Mikroglia-assistierte
Tumorinvasion bezeichnet wurde, liel3 sich erfolgreich durch Inhibition des Wnt-
Signalwegs sowie die Applikation von Bisphosphonaten blockieren (Pukrop et al. 2010;
Rietkotter et al. 2013). Des Weiteren ergaben sich Hinweise darauf, dass Mitglieder
der TLR- und PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskaden beteiligt sein kénnten.

1.3  Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg

Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin
(mTOR)-Signalweg ist an der Regulierung einer Vielzahl von zellularen Prozessen wie
Proliferation, Metabolismus, Adhasion, Apoptose, Angiogenese und Migration beteiligt
(Markman et al. 2010a; Workman und Clarke 2012). Uber die Bindung eines Liganden
an eine Rezeptortyrosinkinase (RTK) wie beispielsweise den HER2/neu-Rezeptor, B-
und T-Zell-, TLR sowie verschiedene Zytokinrezeptoren und G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren wird die Signalkaskade in Gang gesetzt (Markman et al. 2010b; Weichhart
und Saemann 2008). Die nachfolgende Autophosphorylierung der Rezeptoren aktiviert
diesen zugehdrige Adaptormolekille an der Zellmembran, die ihrerseits PI3K der
Klasse | zu diesem Komplex rekrutieren. Die aus einer regulatorischen (p85) und einer
katalytischen Untereinheit (p110a, p110B, p110y oder p1108) bestehende
heterodimere Lipidkinase PI3K fordert die Umwandlung von Phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphosphat (PIP2) in Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat (PIP3) in der Plasma-
membran (Cantley 2002; Vivanco und Sawyers 2002). Wahrend PI3Ky und PI3Kd vor
allem in Zellen der Hamatopoese, insbesondere in Leukozyten, vorkommen, sind
P13Ka und PI3Kp ubiquitar lokalisiert (Costa et al. 2010; Markman et al. 2010b; Thorpe

et al. 2015; Vanhaesebroeck et al. 1997). Der Tumorsuppressor phosphatase and
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tensin homolog deleted on chromosome 10 (PTEN) dephosphoryliert entstandenes
PIPs wiederum zu PIP2, terminiert auf diese Weise das PI3K-Signaling und stellt somit
den wichtigsten physiologischen Gegenspieler zur PI3K dar (Maehama und Dixon
1998).
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Abb. 1.3: Ubersicht tiber den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg

Dargestellt ist der aktivierte Signalweg. Phosphatgruppe (P), Adaptormolekil (A), sowie weitere
Bestandteile von mTORC1 und mTORC2. Details und weitere Abklrzungen sind dem Text zu
entnehmen. Modifiziert nach Weigelt und Downward (2012)

Die Kinasen Akt, auch bekannt als Proteinkinase B (PKB), und phosphoinositide-
dependent kinase-1 (PDK1) werden durch akkumuliertes PIP3 zur Membran mobilisiert
und durch direkte Bindung mit ihrer Pleckstrin-homologen Domane (PH-Domane) an
diesen second messenger aktiviert (Miller et al. 2011). Fur die Entfaltung der vollen
katalytischen Aktivitdt von Akt ist jeweils die Phosphorylierung an den Aminoséuren
Thr308, die durch PDK1 erfolgt, und Ser473 notwendig (Vanhaesebroeck und Alessi
2000). Einer der Haupteffektoren von Akt ist mTOR, das zu den Serin-/Threonin-
kinasen zahlt und Bestandteil der Proteinkomplexe mTORC1 und mTORC2 ist (Nave
et al. 1999). Uber eine Phosphorylierung des Tumorsuppressors tuberous sclerosis 2

(TSC2), der eine heterodimere Einheit mit TSC1 bildet, wird dessen inhibierende
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Wirkung auf mTOR durch Akt aufgehoben. Wahrend mTORC1 mittels
Phosphorylierung die 40S ribosomalen S6 Kinase 1 (S6K1) aktiviert sowie den
Repressor der mRNA-Translation eukaryotic initiation factor 4E-binding protein (4E-
BP1) inhibiert und dartber seinen Einfluss auf die Protein- und Lipidsynthese und die
Regulation von Zellzyklus, Zellwachstum, Proliferation und Angiogenese entfaltet
(Laplante und Sabatini 2012; Wullschleger et al. 2006), sind die vielfaltigen Funktionen
von mTORC2 noch nicht vollstandig geklart. Jedoch ist bekannt, dass mTORC2 uber
eine Phosphorylierung von Akt an Ser473 zu dessen voller katalytischer Aktivitat
beitragt (Alessi et al. 1997; Chan et al. 1999; Sarbassov et al. 2005). Um eine
UberschieRende Aktivierung des Signalwegs durch stimulierende Reize zu vermeiden,
bestehen neben der PTEN-vermittelten Terminierung der Kaskade mehrere negative
Feedbackmechanismen. Zum einen nimmt mTORC1 via S6K1 hemmenden Einfluss
auf die oben erwahnten PI3K-mobilisierenden Adaptermolekile und damit den Beginn
der Signaltransduktion (O'Reilly et al. 2006), zum anderen beendet es die Akt-Aktivitat

Uber einen Regulierungsmechanismus von mTORC2 (Sarbassov et al. 2005).

1.3.1 Bedeutung fur die Mammakarzinomsubtypen

Bereits in den 1980er Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen dem
PI3K/Akt/mTOR-Signalweg und dem Potential der malignen Entartung am Beispiel
viraler Onkoproteine beschrieben (Sugimoto et al. 1984; Whitman et al. 1985). Seither
wurde eine Vielzahl von Neoplasien auf Dysregulationen der verschiedenen
Komponenten untersucht, deren nachfolgend beschriebenen Resultate die

Bedeutsamkeit des Signalwegs unterstreichen.

PIK3CA, das fir die katalytische Untereinheit p110a der PI3K kodierende Gen, stellt
das generell am haufigsten veranderte Protoonkogen dar und fuhrt aufgrund von
somatischen Mutationen oder Amplifikationen in vielen hAmatologischen und soliden
Malignomen zur konstitutiven Aktivierung seines Genprodukts (Huang et al. 2007;
Markman et al. 2010b; Schmidt-Kittler et al. 2010; Workman und Clarke 2012). Diese
Erkenntnis stellt oftmals ein Problem in der Behandlung von Krebserkrankungen dar,
da eine dauerhafte Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs mit Resistenzen
gegen diverse Chemo- und Targettherapeutika einhergeht (Coughlin et al. 2010).

Im Rahmen des multizentrischen Cancer Genome Atlas-Programms konnten

somatische Mutationen der PIK3CA, deren Grof3teil sich besonders auf die Exone 9
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und 20 des Gens konzentrieren (Board et al. 2008; Samuels et al. 2004), in mehr als
einem Drittel der untersuchten Mammakarzinome nachgewiesen werden (Cancer
Genome Atlas Network 2012; Martinez-Séez et al. 2020). Dabei variierte die Pravalenz
deutlich zwischen den einzelnen Subtypen. Fur Hormonrezeptor-positive Brustkrebs-
formen wurde die Haufigkeit mit 42% angegeben, wahrend 31% der HER2/neu-
angereicherten, aber lediglich 16% der triple-negativen Mammakarzinome von der
Mutation betroffen waren (Martinez-Saez et al. 2020). Das Auftreten von PIK3CA-
Veranderungen sowie diverser anderer Dysregulationen der an der Signalkaskade
beteiligten Enzyme wirkt sich allerdings nicht gleichermaf3en auf die verschiedenen
Subtypen hinsichtlich des Therapieansprechens, des Erwerbs von Resistenzen gegen

Standardtherapeutika und der Prognose aus.

Eine konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs wurde bereits in
experimentellen Studien anhand Hormonrezeptor-positiver Mammakarzinomzelllinien
mit einer Resistenz gegentber endokrinen Therapeutika in Zusammenhang gebracht
(Boulay et al. 2005; Massarweh et al. 2008). Diese Beobachtung lief3 sich durch die
Anwendung von Inhibitoren der Kaskade aufheben (Miller et al. 2010). Wahrend eine
in frihen Mammakarzinomen nachgewiesene PIK3CA-Mutation insgesamt mit einem
besseren Rezidiv- (Pang et al. 2014) und Krankheits-freien Uberleben (Liu et al.
2014b) assoziiert ist, scheint die Veranderung in metastierten Hormonrezeptor-
positiven Brustkrebserkrankungen mit einer Resistenz gegentber Chemotherapeutika

und einer schlechten Prognose in Verbindung zu stehen (Mosele et al. 2020).

Seit der Einfuhrung von monoklonalen Antikdrpern und Tyrosinkinaseinhibitoren, die
sich gegen HER2/neu-Rezeptoren richten, hat sich der einst schlechte prognostische
Vorhersagewert deutlich ins Gegenteil verkehrt, jedoch entwickeln die meisten
Betroffenen mit fortgeschrittenen HER2/neu-positiven Mammakarzinomen im Verlauf
ihrer Erkrankungen Resistenzen gegen diese Pharmaka (Cameron et al. 2008;
Cobleigh et al. 1999). Diverse in vitro-Studien belegen, dass dies mit einer
pathologischen Aktivierung der PISK/Akt/mTOR-Signalkaskade, unter anderem durch
PIK3CA-Mutationen, in Verbindung gebracht werden kann (Bedard et al. 2009; Berns
et al. 2007; Eichhorn et al. 2008; Kataoka et al. 2010). Diese experimentellen
Ergebnisse wurden auch durch klinische Arbeiten, in denen sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem refraktaren Ansprechen auf die Targettherapeutika

Trastuzumab und/ oder Lapatinib und der konstitutiven Aktivierung des Signalwegs
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ergab, bestatigt (Chandarlapaty et al. 2012; Nagata et al. 2004; Razis et al. 2011;
Wang et al. 2011). Zusammenfassend korreliert das Vorhandensein von PIK3CA-
Mutationen in diesem Mammakarzinomsubtyp mit einer hochsignifikant schlechteren
Prognose, was in Anbetracht der Haufigkeit seines Auftretens als potenzieller neuer

Biomarker dienen kénnte (Baselga et al. 2014).

Angesichts der vergleichsweise niedrigen Pravalenz von PIK3CA-Mutationen im triple-
negativen Brustkrebs, das in 80% der Félle von Dysregulationen des Tumor-
suppressors p53 betroffen ist, scheint das schlechte Outcome nicht mit einer
Aktivierung des Signalwegs in Verbindung zu stehen (Cancer Genome Atlas Network
2012). Allerdings konnte in einer Analyse gezeigt werden, dass sich diese Form in
weitere 6 Subtypen klassifizieren lasst und ein Teil dieser im experimentellen Setting
durch pharmakologische Blockierung der Kaskade signifikant am Wachstum gehemmt
werden kann (Lehmann et al. 2011). Die oben beschriebene PIK3CA-assoziierte
Resistenz gegenuber den Chemotherapeutika, deren Anwendung noch die
hauptsachliche medikamentdse Behandlungsoption fir Betroffene des triple-negativen
Mammakarzinoms darstellt, konnte bereits in praklinischen Studien mittels Blockierung
von PI3K und mTOR durchbrochen werden (Beuvink et al. 2005; Hu et al. 2002; Wallin
et al. 2010).

1.3.2 Inhibitoren des Signhalwegs

Die Grundlage der personalisierten Medizin ist die Identifikation von Biomarkern und
deren prognostischen und pradiktiven Werts, um gezielte Angriffspunkte fur die
Neuentwicklung von Medikamenten zu schaffen. Zu den Vorreitern in der sogenannten
Targettherapie zahlen Substanzen, die an in Zahl oder Struktur verénderten
Rezeptoren, insbesondere RTK, angreifen und der betroffenen Zelle somit den
Stimulus entziehen. Aufgrund der Vielzahl von Aberrationen der Enzyme des
nachgeschalteten PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs, die, wie in 1.3.1 beschrieben, in
maligne Prozesse involviert ist, ist in den letzten Jahren auf diesem Gebiet eine

standige Weiterentwicklung zu verzeichnen.

13



1 Einleitung

1.3.2.1 mTOR-Inhibitoren

Die Muttersubstanz der mTOR-Inhibitoren ist Rapamycin, ein Makrolidantibiotikum,
das aus dem Pilz Streptomyces hygroscopicus extrahiert wurde (Sehgal et al. 1975).
Uber das FKBP12-Bindeprotein von mTOR bt es einen hemmenden Einfluss auf
MTORC1 und den diesem nachgeschalteten Funktionen aus (Chen et al. 1995; Choi
et al. 1996; Harding et al. 1989). Dies resultiert in einem reduzierten Zellwachstum,
einer vermindertem Proliferation sowie einem Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus
(Schmelzle und Hall 2000). Im Gegensatz dazu scheint mTORC2 unempfindlich auf
die gangigen mTOR-Inhibitoren zu reagieren (Dowling et al. 2010). Aufgrund der
immunsuppressiven und antiproliferativen Wirkung auf B- und T-Zellen von Rapamycin
und dessen synthetischer Derivate, den sogenannten Rapalogen, stellte es lange Zeit
seinen Haupteinsatzbereich in der Transplantationsmedizin zur Vermeidung von
AbstoRungsreaktionen nach Organtransplantationen dar. Die Aufdeckung der
komplexen Signalnetzwerke, in denen mTOR bzw. mMTORC1 mitwirken, und dem
daraus resultierenden therapeutischen Potential seiner Inhibitoren flihrten jedoch auch
zu Untersuchungen in der Hamatologie und Onkologie, obwohl eine Dysregulation von

MTOR per se nicht mit Karzinogenese assoziiert ist.

Inzwischen sind verschiedene Rapaloge wie Everolimus (RADO01, Novartis),
Temsirolimus und Ridaforolimus anhand von préaklinischen und klinischen Studien zur
Behandlung diverser fortgeschrittener solider und auch hamatologischer Krebs-
erkrankungen, die oft refraktar auf Erstlinienchemotherapeutika ansprechen (Wander
et al. 2011), untersucht und fur unterschiedliche Indikationen zugelassen worden (Lee
et al. 2015).

Die Wirkung von RADO0O1, ein oral bioverfugbarer, allosterischer mTORC1-
spezifischer Inhibitor (Leung et al. 2015), wurde vor allem im Rahmen der klinischen
BOLERO-Studien (breast cancer trials of oral everolimus) an unterschiedlichen
Brustkrebstypen evaluiert. Eine Zwischenbilanz von BOLERO-2 belegte, dass das
progressionsfreie Uberleben von postmenopausalen Patientinnen mit einem fort-
geschrittenen  Hormonrezeptor-positiven ~ Mammakarzinom, das unter der
Vorbehandlung mit nicht-steroidalen Aromataseinhibitoren eine Progression zeigte,
durch die zusatzliche Applikation von Everolimus statistisch hochsignifikant und
klinisch relevant verlangert werden konnte (Baselga et al. 2012). Dieses Ergebnis

fuhrte schon vor Beendigung der Studie zur EU-Zulassung fir diese Indikation. Derzeit
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wird auRerdem im Rahmen von Phase II-Studien untersucht, inwieweit sich RAD0O01
als Erstlinientherapie in Kombination mit antiéstrogenen Praparaten in der Behandlung
von ebenfalls fortgeschrittenem Hormonrezeptor-positiven Brustkrebs eignet (Sobhani
et al. 2018).

Weitere BOLERO-Studien konzentrierten sich auf den Effekt von RADOO1 auf die
Prognose des fortgeschrittenen HER2/neu-uberexprimierenden Mammakarzinoms.
Als Erstlinienkombinationstherapeutikum konnte fir Everolimus bisher keine
signifikante Auswirkung auf das krankheitsfreie Uberleben nachgewiesen werden
(Hurvitz et al. 2013; Hurvitz et al. 2015), wohingegen die Kombination mit Vinorelbin
und Trastuzumab bei vorbehandeltem, Targettherapie-resistenten Brustkrebs mit
einer PIK3CA-Mutation deutlich prognoseverbessernd war (André et al. 2014;
O'Regan et al. 2013).

1.3.2.2 PI3K-Inhibitoren

Die erste Generation von PI3K-Inhibitoren stellt das 1957 erstmals isolierte
Wortmannin aus Penicillium wortmannii dar, das an alle Isoformen der Klasse-I-PI3K
bindet und folglich als ,Pan-Inhibitor” bezeichnet wird. Powis et al. zeigten erstmals,
dass durch die Anwendung von Wortmannin das Wachstum diverser Zelllinien
eingeschrénkt werden kann (Powis et al. 1995). Zusammen mit der Substanz
LY294002 eignete es sich besonders zur experimentellen Analyse des
PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs, konnte sich zur therapeutischen Anwendung aufgrund
seiner schlechten Pharmakokinetik und Selektivitat jedoch nicht durchsetzen. Neuere
Pan-Inhibitoren mit verbesserten pharmakologischen Eigenschaften und verringerter
Toxizitdt finden sich in pr&- und innerklinischen Studien zur Behandlung
unterschiedlichster Tumorentitaten (Martini et al. 2013). Aufbauend auf deren
Ergebnissen sowie der Identifikation der verschiedenen katalytischen Domanen
entstanden Inhibitoren der zweiten Generation wie bspw. Alpelisib und Taselisib, die
eine a-lsoform-spezifische Aktivitat aufweisen, d. h. selektiv die unterschiedlichen
Untereinheiten hemmen, und sich ebenfalls bereits in klinischer Erprobung befinden
(Martini et al. 2013).

Buparlisib (BKM120, Novartis) gehort zur Gruppe der Pyrimidinderivate und ist ein
selektiver Inhibitor aller vier Isoformen der Klasse-I-PI3K, ein sogenannter Pan-PI3K-

Inhibitor (vgl. 1.3). Aufgrund der Vielzahl von Tumoren, die mit einer Aberration der
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PI3K-Signalkaskade assoziiert sind, steht es seit langerer Zeit im Fokus vieler
Publikationen. In in-vitro-Experimenten mit unterschiedlichsten Tumorzelllinien und im
Rahmen von Tierversuchen zeigte sich die Substanz bereits als nebenwirkungsarmes
Medikament, das das Wachstum maligner Zellen effektiv einschrankt und deutlich

Uberlebensverlangernd zu sein scheint (Blazquez et al. 2018; Brana und Siu 2012).

Im Rahmen von ersten klinischen Studien wurde kurzlich Uberprift, inwieweit sich die
Substanz als Kombinationstherapeutikum in der Behandlung von unterschiedlichen
Brustkrebsformen eignet. Die placebokontrollierten BELLE-Phase-IlI-Studien
(buparlisib breast cancer clinical evolution) konzentrierten sich hierbei auf
therapierefraktare, lokal fortgeschrittene oder metastasierte Hormonrezeptor-positive,
HER2/neu-negative Mammakarzinome, welche nach Vorbehandlung mit Aromatase-
respektive Everolimus eine Progression zeigten. Die Ergebnisse von BELLE-2 und
BELLE-3 belegten eine signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens
in der Interventionsgruppe, insbesondere in der PIK3CA-mutierten Kohorte (Baselga
et al. 2017; Di Leo et al. 2015). Die Phase-II-Studie NeoPHOEBE (neoadjuvant PI3K
inhibition in HER2 overexpressing breast cancer) schloss Betroffene von primérem
HER2/neu-uberexprimierenden Brustkrebs ein und untersuchte Effekte von BKM120
in Kombination mit einer Taxan-Trastuzumab basierten neoadjuvanten Therapie. Die
Studie wurde aufgrund des nicht erreichten Endpunkts und der z.T. hochsignifikant
erhdhten Toxizitat frihzeitig beendet (Loibl et al. 2015).

Dennoch sind diese neuen Substanzen prinzipiell erfolgversprechend. Das Interesse
an der Entwicklung und Erprobung immer gezielterer Targettherapeutika ist immens,
jedoch ist die genaue Wirkungsweise der Praparate letztlich nicht geklart.

1.3.3 Makrophagen als potenzielles Therapieziel

Die progressionsfordernden Eigenschaften sowohl von TAM als auch von residenten
Makrophagen machen diese zu attraktiven Angriffspunkten in der Behandlung von
lokalisierten und auch fortgeschrittenen Krebserkrankungen. Auf Grundlage der in
dieser Arbeit beschriebenen Mechanismen ist dabei, neben der zu nebenwirkungs-
trachtigen ungezielten Depletion von Makrophagen, die medikamenttse Konversion
von sowohl bereits mobilisierten als auch residenten proinvasiven M2- in tumorizide

M1-Makrophagen denkbar.
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Die Frage, wodurch ein Wechsel zwischen diesen Phanotypen bewirkt werden kann
und ob diese Plastizitdt auch im speziellen Mikromilieu eines Tumors vorhanden ist,
ist noch weitestgehend unbeantwortet. In murinen in vitro-Experimenten wurde
erstmals demonstriert, dass durch einfache Exposition mit den entsprechenden
Zytokinen (siehe 1.2.2) die jeweiligen Makrophagenphanotypen induziert werden
kénnen und dieses Phanomen durch Anderung des Zytokinmilieus reversibel ist (Stout
et al. 2005). Dieses Ergebnis lieferte die Basis fur weitere Untersuchungen in
Anwesenheit von malignen Zellen. Coscia et al. zeigten, dass Uber eine
Repolarisierung von M2-artigen TAM zu M1-Makrophagen durch das Bisphosphonat
Zoledronsaure, welches unter anderem zur Behandlung von Knochenmetastasen
eingesetzt wird, die Karzinogenese von Brustkrebszelllinien gehemmt wird (Coscia et
al. 2010). Zusatzlich konnte durch die Applikation dieses Pharmakons die in 1.2.3
beschriebene assistierte Invasion von Mammakarzinomzellen durch Mikroglia
blockiert werden (Rietkotter et al. 2013), wobei offen bleibt, ob dieses Ergebnis auch
tatsachlich auf einem Wechsel der Phanotypen beruht. Erste klinische Studien mit
Ovarialkarzinom-Patientinnen, die einen Antikérper gegen das M2-induzierende IL-6
mit dem Ziel, Makrophagen zu einer M1-Antwort zu polarisieren, erhielten, erbrachten

bislang nur eine schwache Wirksamkeit (Coward et al. 2011; Rossi et al. 2015).

Nach neueren Erkenntnissen spielt der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg in Zellen des
angeborenen Immunsystems eine wesentliche Rolle in der Koordination von
Abwehrmechanismen. Durch aktivierende  Stimuli  werden hiertber die
unterschiedlichen Zelltypen auf vielfaltige Weise hin zur gesteigerten Immunantwort
moduliert (Weichhart und S&demann 2008). In monozytaren Zellen wirkt eine
Aktivierung der Signalkaskade, die vor allem tGber TLR-2 und -4 vermittelt wird (Arbibe
et al. 2000; Jones et al. 2001), allerdings einer durch Pathogene ausgeltsten zu
Uberschielenden Immunantwort entgegen. Im Rahmen einer Art physiologischen
Sicherheitsmechanismus wird dabei die Produktion proinflammatorischer Mediatoren
wie IL-10 gebremst und eine Hochregulation von IL-12 bewirkt (Aksoy et al. 2005;
Fukao et al. 2002; Guha und Mackman 2002). Auch die Ergebnisse weiterer
Arbeitsgruppen zeigen, dass die Polarisierung aktivierter Makrophagen und die
dadurch bedingte Ausschittung von Zytokinen bzw. die Zusammensetzung des durch
diese induzierten Milieus Uber den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg reguliert werden und
eine Aktivierung der Kaskade mit der Induktion des proinvasiven M2-artigen

Makrophagenphéanotyps in Verbindung steht (Byles et al. 2013; Rocher und Singla

17



1 Einleitung

2013; Weichhart und Sademann 2009; Zhou et al. 2014). Um die proinvasiven
Funktionen von Makrophagen wissend (s. 1.2.2), scheint sich durch die
medikamentdse Blockierung von Mitgliedern des Signalwegs mit 0. g. Substanzen eine
interessante Behandlungsoption zu ergeben.

1.4  Zielsetzung der Arbeit

Inhibitoren des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs erfahren groRe Aufmerksamkeit nicht nur
in der experimentellen Wissenschaft, sondern inzwischen auch im klinischen Alltag.
Jedoch konzentriert sich dabei ein Grof3teil der gegenwartigen Forschung auf die
Wirkung der neuen Substanzen in den Tumorzellen selbst und versucht, durch
standige Weiterentwicklung immer gezieltere Therapeutika zu erproben. Die in 1.2.2
und 1.2.3 beschriebenen progressionsférdernden Eigenschaften von Makrophagen an
verschiedenen Punkten der Metastasierungskaskade liefern allerdings Beweise dafir,
dass die ausschliel3liche Betrachtung der malignen Zellen fir die erfolgreiche
Behandlung von Krebserkrankungen nicht genidgt und die Manipulation der
Immunzellen ein hohes therapeutisches Potential sowohl in lokalisierten als auch
fortgeschrittenen Malignomen birgt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte Gberprtft werden,
ob Inhibitoren des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs die proinvasiven Funktionen von
Makrophagen in Ko-Kultur mit unterschiedlichen Brustkrebszellen unterdriicken

konnen. Hierfur wurden folgende Fragen formuliert:

1. Welche Mammakarzinomsubtypen sind sensibel bzw. resistent auf die

Anwendung der Inhibitoren?
2. Wie wirken die Inhibitoren auf unterschiedliche Makrophagenspezies?

3. Konnen die Substanzen die Makrophagen-induzierte Invasivitatssteigerung von

Mammakarzinomzellen einschranken?

Dazu sollte zundchst die Charakterisierung des PI3K-Inhibitors BKM120 und des
MTOR-Inhibitors RADOO1 hinsichtlich Toxizitdt und Proliferationseinschrankung
anhand von Zelllinien der unterschiedlichen Mammakarzinomsubtypen sowie
humanen Makrophagen, murinen bone marrow derived macrophages (BMDM) und
Mikroglia erfolgen. Ziel sollte es sein, Konzentrationen der Substanzen zu ermitteln,
die zwar einen hemmenden Einfluss auf die Makrophagen haben, jedoch keine

zytotoxische Wirkung auf die Mammakarzinomzellen selbst austben. Nach
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Ausschluss toxischer Dosisbereiche sollte die suffiziente Hemmung der
PISK/Akt/mTOR-Signalkaskade auf Proteinebene untersucht werden. Schlielich
sollte in Ko-Kulturversuchen die Auswirkung der Inhibitoren auf die Makrophagen-

vermittelte Steigerung der Invasivitat eruiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Tab. 2.1: Zelllinien

Name Spezies Merkmal Herkunft

MCF7 humanes Mamma- Hormonrezeptor- DSMZ, Braunschweig
adenokarzinom positiv

MDA-MB-231 humanes Mamma- triple-negativ ATCC, Wesel
adenokarzinom

SK-BR-3 humanes Mamma- HER2/neu-positiv ATCC, Wesel
adenokarzinom

410.4 murines Mamma- Prof. F. Balkwill,
adenokarzinom aus London, UK

BALB/c-Mausstamm

L929 murine Fibroblasten Prof. U.-K. Hanisch,
aus C3H/An- Gottingen
Mausstamm

Alle Zelllinien wurden im Inkubator bei 37 °C, einem CO2-Gehalt von 5 % und einer
Luftfeuchtigkeit von 90 % kultiviert.

2.1.2 Priméarkulturen

2.1.2.1 Humanes Material

Buffy coats aus den Vollblutspenden des jeweiligen Vortags gesunder Blutspender
sowie humanes hitzeinaktiviertes AB-Serum fir das Kulturmedium wurden
freundlicherweise von der Abteilung fir Transfusionsmedizin der Universitatsmedizin

Gottingen zur Verfligung gestellt.
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2.1.2.2 Mausstamme

Mause vom NMRI-Stamm wurden von der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung
der Universitatsmedizin Goéttingen und der Firma Charles River (Hannover) bezogen.
Die Haltung erfolgte entsprechend der Standardbedingungen in einem zwoélfstindigen
Hell-Dunkel-Rhythmus. Bei der Gewinnung von BMDM und Mikroglia handelt es sich

um Tiertétung mit Organentnahme, was dem Tierschutzbeauftragten der Universitat

Gottingen mitgeteilt und durch ihn bewilligt wurde.

2.1.3 Medien und Zellkulturzusatze

Tab. 2.2: Medien und Zellkulturzuséatze

Produkt

Firma

Accutase

DMEM

ECM (extracellular matrix)
FCS (fetal calf serum)
Ficoll/Biocoll-Lésung
L-Glutamin
Lipopolysaccharid
Natriumpyruvat

NHS (normal horse serum)
PBS

Penicillin/ Streptomycin
Percoll

RPMI 1640
Trypsin-EDTA (10x%)

Sigma-Aldrich, Minchen

Biochrom, Berlin

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
Sigma-Aldrich, Minchen

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Enzo Life Sciences (Alexis), Lorrach
Sigma-Aldrich, Minchen

Invitrogen, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

GE Healthcare, Freiburg

PAA, Coélbe

Biochrom, Berlin

Die Medien und Zellkulturzusatze wurden nach Herstellerangaben gelagert.
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2.1.4 Antikorper

Tab. 2.3: Antikérper

Name Verdiinnung Firma

Primarantikérper

Akt 1:1000 100-401-401S, Rockland, Gilbertsville,
USA

Phospho-Akt (Ser473) 1:1000 #9271, Cell Signaling, Frankfurt a. M.

S6 ribosomal protein (5G10) 1:6000 #2217, Cell Signaling, Frankfurt a. M.

Phospho-S6 ribosomal protein 1:6000 #2211, Cell Signaling, Frankfurt a. M.

(Ser235/236)

Sekundarantikorper

goat anti-rabbit IgG-HRP 1:6000 sc-2004, Santa Cruz, Heidelberg

Die Verdinnung der Antikorper erfolgte in TBS + 0,1% Tween + 5% BSA.

2.1.5 Testsubstanzen

Pulverférmige Proben der Inhibitoren RADOO1 und BKM120 wurden von der Firma
Novartis (Basel, Schweiz) zur Verfigung gestellt, auf 10 nM Stocklésungen in DMSO
geldst und bei -20°C gelagert.

2.1.6 Chemikalien

Alle angegebenen Chemikalien wurden, sofern nachfolgend nicht anders angegeben,

von der Firma Sigma, Munchen bezogen.

rhM-CSF ImmunoTools, Friesoythe
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2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.4: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Firma

6-well-Zellkulturschalen

10 cm Petrischalen (unbeschichtet)

10 cm Zellkulturpetrischalen (beschichtet)
24-well-Zellkulturschalen
96-well-Zellkulturschalen
Auslaufpipetten (5/ 10/ 25 ml)
Einmalspritzen (2 / 50 ml)

Falcon-Tubes (15 / 50 ml)

FEP Teflon-beschichtete Zellkulturbeutel
Mikroliterpipetten (10 / 100 / 1000 ul)
Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie (0,5/1,5/2 ml)
Zellkulturflaschen (25 /75 / 175 cm?)

Zellschaber

Nunc, Langenselbold
Sarstedt, Numbrecht
Nunc, Langenselbold
Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Braun, Melsungen
Sarstedt, Numbrecht
CellGenix, Freiburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht

2.1.8 Gerate

Tab. 2.5 Gerate

Gerat

Firma

Autoklav Varioklav
COz2-Inkubator CB150
Magnetrihrer REO basic C
Mikroskop Telaval 31
Plattenphotometer ,Sunrise”
Power Pack P25
Sicherheitswerkbank UVF 6.12S
Thermomixer 5437

Vortexer Genius 3

Wasserbad
Wasservollentsalzungsanlage
XCELLigence RTCA DP-System
Zahlkammer Neubauer Improved
Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 1-15K

Zentrifuge Universal 30RF
Zentrifuge Multifuge 3 L-R Heraeus

Thermo Scientific, Bonn
Binder, Tuttlingen

IAK Werk, Staufen

Zeiss, Gottingen

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Biometra, Gottingen

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen
Koéttermann, Uetze, Hanigsen
Millipore, Schwalbach

Roche, Mannheim

LO Laboroptik, Friedrichsdorf
Eppendorf, Hamburg

Sigma, Minchen

Hettich, Tuttlingen

Thermo Scientific, Bonn
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturmethoden

Die Arbeit mit Zelllinien und Primarkulturen erfolgte ausschlie3lich an einer
Sicherheitswerkbank Stufe Il unter sterilen Bedingungen. Die verwendeten Materialien

wurden entweder vor Gebrauch autoklaviert oder steril verpackt vom Handler bezogen.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte je nach Zelllinie mit den Zellkulturmedien RPMI
1640 oder DMEM mit den fiir den jeweiligen Typ empfohlenen hitzeinaktivierten oder
sterilfiltrierten Zusatzen in den entsprechenden Konzentrationen. Diese wurden in
Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75 cm?im Inkubator bei 37°C, einem
CO2-Gehalt von 5% und einer Luftfeuchtigkeit von 90% aufbewahrt.

Sobald die adharenten Zellen eine Konfluenz von 70 — 80% erlangten, wurden sie im
Verhaltnis 1:10 gesplittet oder in definierten Dichten fir die verschiedenen Versuche
ausgesat. Dazu wurde zunéchst das Medium abgesaugt und die Zellen einmalig mit
PBS gesplult, um zweiwertige Kationen, die die Wirksamkeit von Trypsin inaktivieren,
zu entfernen. Nach Zugabe von 1 ml 1x Trypsin-EDTA-LOsung und einer Inkubations-
zeit von 5 — 10 min bei 37°C l6sten sich die Zellen von der Bodenflache und wurden
durch Zugabe des Kulturmediums in Suspension genommen. Anschliel3end erfolgte
die Bestimmung der Zellkonzentration durch Mittelung der gezéhlten Zellen in vier

definierten Volumina von je 0,1 mm3 in der Neubauer-Zahlkammer.

2.2.2 Gewinnung der Priméarkulturen

2.2.2.1 Isolation von Monozyten aus dem peripheren Blut

Nach der Extraktion von Erythrozyten- und Blutplasmakonzentraten aus
Vollblutspenden verbleibt der sogenannte buffy coat. Dieser besteht neben Resten von
Erythrozyten zum Grof3teil aus Thrombo- und Leukozyten. Die Isolation von
monozytaren Zellen erfolgt mittels der Aufreinigung tGber zwei Dichtegradienten nach
der Methode von (Seager Danciger et al. 2004) modifiziert durch (Menck et al. 2014).

Zunachst wurden die Proben in 50 ml-Tubes im 1:1-Verhéltnis mit einer PBS-EDTA-
Mischung versetzt und 30 ml dieser Suspension vorsichtig auf 15 ml Ficoll/Biocoll-

Losung geschichtet. Nach einer Zentrifugation tber 20 min bei 400xg ohne Bremse
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demaskierte sich ein gut abgegrenzter weiRer Interphasenring aus Lympho- und
Monozyten. Dieser wurde durch vorsichtiges Abpipettieren isoliert und erneut im
Verhéltnis 1:1 mit PBS-EDTA-Mischung versehen. Um die noch vorhandenen
Thrombozyten zu depletieren, erfolgte eine Zentrifugation fir 10 min bei 400xg und
das Absaugen des gebildeten Uberstandes. Das Pellet wurde anschlieRend wiederum
im selben Verhaltnis mit dem PBS-EDTA-Gemisch gewaschen und fur 10 min bei
300%xg zentrifugiert. Nach dem Pooling der Pellets desselben buffy coats und
Aufnahme in 20 ml RPMI 1640 ohne Phenolrot wurde die Suspension auf 25 ml einer
46% iso-osmotischen Percoll-Losung vorsichtig geschichtet. Im Anschluss an eine
erneute Zentrifugation fir 30 min bei 550xg ohne Bremse zeigte sich wiederholt ein
Interphasenring, welcher mit einer Pasteurpipette isoliert, im 1:1-Verhaltnis mit PBS-
EDTA-Gemisch versetzt und fur 10 min bei 400xg zentrifugiert wurde. Die
entstandenen, aus Monozyten bestehenden Pellets konnten schlielich in 20 ml RPMI
1640 + 10% FCS resuspendiert und die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt werden. 30 bis 50x10° Zellen wurden im letzten Schritt in den Teflon-
beschichteten Zellkulturbeuteln ,Vuelife Cell Culture Bags® (Immuno Tools,
Friesoythe) in einem speziellen Kulturmedium (s.u.) ausgesat und fir 7 Tage bei
Standardbedingungen im Inkubator gelagert. Mittels Zugabe von 2,5 ng/ml rhM-CSF
wurde die Differenzierung der Monozyten in Makrophagen unterstutzt.

Kulturmedium: RPMI 1640
2% AB-Serum (hitzeinaktiviert)
1% Penicillin / Streptomycin
rhM-CSF (2,5 ng/ml)

Zur Kultivierung der differenzierten Makrophagen wurden die Beutel anschlie3end fir
1 h auf Eis gelegt, durch vorsichtigen manuellen Druck gelost und in RPMI 1640 + 1%
FCS aufgenommen. Nach Zellzdhlung in der Neubauer-Zahlkammer wurden die

gewonnenen Makrophagen fir die verschiedenen Versuche ausgesat.

2.2.2.2 lIsolation von Knochenmarksmakrophagen aus der Maus

Zur Gewinnung von Knochenmarksmakrophagen (BMDM, bone marrow derived
macrophages), wie sie mit leichten Abweichungen von (Reiling et al. 2001)
beschrieben wurde, wurden die Femores und Tibiae von 8 bis 12 Wochen alten NMRI-

Mausen entnommen und von verbleibenden Muskelresten befreit. Nach grindlicher
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Desinfektion wurden unter sterilen Bedingungen die Enden der Knochen entfernt und
das Knochenmark mit einer Insulinkantle G 24 (Braun, Melsungen) mit 10 ml
Differenzierungsmedium herausgespult, resuspendiert und in eine beschichtete
Petrischale aufgenommen. Nach der Kultivierung Gber Nacht bei 37°C und 5% CO:
erfolgten die Trennung der BMDM von den Fibroblasten durch Aufnahme des
Kulturmediums, in dem sich Uberwiegend die nicht-adharierten BMDM befanden, und
Zentrifugation bei 2000xg fur 10 min. Anschlieend wurde das Pellet in 40 ml
Differenzierungsmedium aufgenommen, grundlich resuspendiert und auf vier
unbeschichtete Zellkulturpetrischalen verteilt. Nach drei Tagen im Inkubator bei 37°C
und 5% CO: erhielten die Zellen 10 ml frisches Medium und wurden fur drei weitere
Tage unter Zellkulturbedingungen aufbewahrt. Im Vorfeld der verschiedenen
Versuchsansétze wurde zunadchst das Medium entfernt, die BMDM mit Hilfe von
Accutase-Losung von den Petrischalen geldst und nach Resuspendierung in Medium
bei 2000xg fur 10 min zentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde schlief3lich in 10 ml
Kulturmedium aufgenommen und die Zellsuspension nach erfolgter Zellz&hlung in der

Neubauer-Zahlkammer fiir die unterschiedlichen Versuche ausgesét.

Differenzierungsmedium: DMEM

L-Glutamin 2 mM
FCS 10%
L929 konditioniertes Medium 30%
NHS 5%
Natriumpyruvat-Lésung 0,01 mM
B-Mercaptoethanol 0,05 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 mg/ml
Kulturmedium: DMEM
L-Glutamin 2 mM
FCS 10%

L929 konditioniertes Medium 15%
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Zur Herstellung des konditionierten Mediums der Fibroblastenzelllinie L929 wurden
10x10° Zellen in 100 ml DMEM + 10% FCS ausgesat und fur sieben Tage unter
Standardbedingungen kultiviert. AnschlieRend wurde das Medium mit Hilfe eines 0,22
UM  Steritop-Filters (Millipore, Darmstadt) sterilfiltriert und bei -20°C aliquotiert

aufbewahrt.

2.2.2.3 Isolation von Mikroglia aus der Maus

Mikrogliazellen wurden von der Arbeitsgruppe von Uwe-Karsten Hanisch aus der
Abteilung fur Neuropathologie der Universitatsmedizin Gottingen zur Verfigung
gestellt und nach dem Schema von (Giulian und Baker 1986) modifiziert nach (Regen
et al. 2011) isoliert.

Dazu wurden die Gehirne von neugeborenen NMRI-Mausen entfernt und vom
umliegenden Gewebe befreit. Nach Auflosen des Praparats in 2,5% Trypsin-EDTA-
Lésung durch 10-mindtiges Schitteln bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von
0,4 mg/ml DNase (Cell Systems, Troisdorf) gestoppt. Anschlieend wurde die
Suspension fir 10 min bei 4°C zentrifugiert, die Zellen in Kulturmedium aufgenommen
und in mit Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, Minchen) beschichteten Zellkulturflaschen fur
14 Tage im Inkubator kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte taglich. Die Trennung der
Mikrogliazellen von den Astrozyten erfolgte durch erneutes Schutteln aufgrund des
unterschiedlichen Adh&sionsverhaltens der Zellen. Nach Z&hlung, Aussaat fur die
verschiedenen Versuchsansatze und Adhéarenz fir 24 h wurden die Experimente

gestartet.

Kulturmedium: DMEM + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin

2.2.3 Bestimmung von Viabilitdt und Proliferation

2.2.3.1 MTT-Assay

2.2.3.1.1 Reagenzien

MTT-Stammlésung: 5 mg/ml 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenytetrazoliumbromid, Sigma-Aldrich, Minchen
MTT-Lysepuffer: 5% Ameisensaure, 63% Isopropanol, 32% DMSO
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2.2.3.1.2 Durchfihrung

Die Viabilitat der unterschiedlichen Brustkrebszellen, humanen Makrophagen sowie
BMDM wurde mithilfe des MTT-Tests nach (Mosmann 1983) bestimmt. Dabei wird von
vitalen Zellen durch enzymatische Reduktion im endoplasmatischen Retikulum der
gelbe Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenytetrazoliumbromid in ein blau-

violettes Formazan umgesetzt.

Die Zellen wurden je nach Typ in einer Dichte von 5x10% bis 1,5x10° in 24-well-Platten
in je 1 ml Kulturmedium ausgesat und in Triplikaten mit unterschiedlichen
Konzentrationen der zu testenden Substanzen behandelt. Nach 96 h wurde eine 1:10-
verdunnte MTT-Stammldsung in dem jeweiligen Medium zugefligt und fur weitere 4 h
im Zellkulturschrank inkubiert. Anschlie3end erfolgten das Absaugen der Losung, das
Hinzufiigen von 500 pl MTT-Lyselésung pro Vertiefung und die Uberfiihrung der
lysierten Zellen wiederum in Dreifachansatzen in eine 96-well-Platte. Die Extinktionen
wurden bei 540 nm in einem Plattenphotometer bestimmt. Die Mittelwerte der
gemessenen Absorptionen, von denen jeweils der Leerwert der MTT-Lyselésung

abgezogen wurde, wurden ins Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle gesetzt.
2.2.3.2 WST-1-Assay
2.2.3.2.1 Reagenzien

WST-1: 4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzol-disulfonat, Roche, Mannheim

2.2.3.2.2 Durchfihrung

Dieser Test beruht auf der enzymatischen Umsetzung des Tetrazoliumsalzes WST-1
Uber die mitochondriale Succinyltetrazoliumreduktase vitaler Zellen in ein

wasserunlosliches Formazan.

Hierfir wurden 1x10° Mikrogliazellen in 1 ml Kulturmedium in 24-well-Platten ausgesat
und am Folgetag in Dreifachansétzen mit aufsteigenden Konzentrationen der
Inhibitoren behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 96 h wurde den Zellen frisches
Medium mit 10% WST-1-Reagenz zugefligt und fur weitere 3 h inkubiert. Anschlie3end

erfolgte die Uberfilhrung in Triplikaten in 96-well-Platten und die Messung des
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Farbumschlages im Plattenphotometer bei 450 nm und einem Referenzfilter von 655

nm.

2.2.3.3 xCELLigence

Das ,xCELLigence RTCA DP-System® kann Aussagen uber Adhasion, Proliferation,
Ausbreitung und Morphologie der zu analysierenden Zellen liefern. Es misst
kontinuierlich die elektrische Impedanz, die mit der Anzahl und Starke der Zellkontakte
mit der mit Gold beschichteten Elektrode korreliert, und ermdglicht somit eine Echtzeit-

Zellanalyse.

Fur die 48-stindige Messung wurden die verschiedenen Zellen in den zum System
gehorenden 16-well-Platten (E-Plate 16, Roche, Mannheim) in einer Dichte von 5x103
(410.4, BMDM) bis 1x10* (MCF7, humane Makrophagen) pro Vertiefung ausgesat und
je Versuch in Viereransatzen mit 3 verschiedenen Konzentrationen der Substanzen
behandelt. Die Auswertung erfolgte tber die Mittelung der ausgegebenen Zellindices

pro Bedingung bezogen auf eine unbehandelte Kontrolle.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Isolation von Gesamtproteinen

2.2.4.1.1 Reagenzien

RIPA-Puffer: Tris 50 mM
NacCl 150 mM
SDS 0,1% (w/v)
Natriumdeoxycholat 0,5% (w/v)
Triton X-100 1% (v/v)
Proteaseinhibitor: 100x Proteaseinhibitor Cocktail, Cell Signaling, Frankfurt a.
M.

Phosphataseinhibitor: PhosSTOP, Roche, Mannheim

RIPA-Gebrauchslosung: 89%  RIPA-Puffer, 10% Phosphataseinhibitor, 1%

Proteaseinhibitor
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2.2.4.1.2 Durchfihrung

Zunachst wurden die 1x108 in 6-well-Platten ausgeséten Zellen in den entsprechenden
Medien Uber Nacht im Inkubator aufbewahrt, bevor sie fir 4 h unter Serumentzug
gesetzt wurden. AnschlieRend erfolgte die Vorinkubation mit den jeweiligen
Konzentrationen der Inhibitoren tber 2 h und die Stimulierung mit 1% FCS fir 15 bzw.
60 min. Zur Isolation des Gesamtproteins wurde schlieBlich das Zellmedium
abgesaugt und jede Vertiefung einmal mit eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieRend
wurde pro well 30 pl der frisch angesetzten RIPA-Gebrauchslosung zugefiigt und die
Zelllyse durch sorgféaltiges Abkratzen mithilfe eines Zellschabers unterstitzt. Nach der
Uberfiihrung der einzelnen Gemische in Eppendorf-GefaRe und einer Inkubation auf
Eis fur 30 min wurde das Lysat bei 4°C und 20.000xg fur 5 min zentrifugiert und der
gewonnene Uberstand in ein neues GefaR pipettiert. Die Proben wurden bei -20 °C

gelagert.

2.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten Gesamtproteine wurde mithilfe des
,DC Protein Assay Kit“ (Biorad, Munchen) durchgefuhrt. Die Methode beruht auf dem
Lowry-Assay (Lowry et al. 1951), welcher zwei chemische Reaktionen beinhaltet. Im
ersten Schritt entsteht ein blau-violetter Farbstoff zwischen Peptidbindungen und Cu?*-
lonen im alkalischen Milieu. In einer zweiten Reaktion wird durch Reduktion von Cu?*-

zu Cu*-lonen das gelbe Folin-Reagenz in Molybdanblau umgesetzt.

Die Proben wurden nach Herstellerangaben verdinnt und parallel zu einer BSA-
Verdinnungsreihe mit den verschiedenen Komponenten des Kits versehen. Nach
einer Inkubationszeit von 15 min wurden 150 pl pro Probe in Duplikaten in eine 96-
well-Platte tberfiihrt und die Extinktionen bei 750 nm in einem Plattenphotometer
ermittelt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe der BSA-

Standardkurve.
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2.2.4.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

2.2.4.3.1 Reagenzien

Tab. 2.6 Reagenzien fiir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Produkt Reagenz Menge
Sammelgel (5%): H,0O (bidest.) 3,45 ml
1,5 M Tris + 2% SDS (pH 6,8) 630 pl
Acrylamid/ Bisacrylamid 30% 830 pl
APS 10% (w/v) 50 ul
TEMED 5 pl
Trenngel (12%): H,0O (bidest.) 6,8 mi
1,5 M Tris + 10% SDS (pH 8,8) 5ml
Acrylamid/ Bisacrylamid 30% 8 ml
APS 10% (w/v) 200 pl
TEMED 20 ul
Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris 39
192 mM Glycin 14,49
0,1% (w/v) SDS 1lg
H,O (bidest.) ad 11

2.2.4.3.2 Durchfihrung

Zur Auftrennung der Proteine aus den Gesamtlysaten wurden 20 — 30 pl je Probe mit
dem 4x Probenpuffer Roti-Load 1 (Roth, Karlsruhe) versehen und zur Denaturierung
fur 5 min bei 95°C in einem Thermomixer erhitzt. In der Zwischenzeit wurde das
12%ige Trenngel gemall o. g. Zusammensetzung gegossen und nach dessen
vollstandiger Aushartung mit dem 5%igen Sammelgel Uberschichtet. Anschliel3end
wurde das Gel in eine vertikale Minigel-Elektrophoresekammer (Biometra, Gottingen)
eingespannt und mit dem Elektrophoresepuffer vollstandig umgeben. Zur spéateren
Abschatzung der GrolRe der zu bestimmenden Proteine wurde neben den Proben 5 pl
eines Groélenstandards (Precision Dual Color Protein Standard, Biorad, Miinchen) in
eine Tasche des Gels pipettiert. Zur Fokussierung der Proben im Sammelgel wurde
die Elektrophorese zun&chst mit einer Spannung von 90 V gestartet. Die Auftrennung
entsprechend den Molekilmassen der Proteine erfolgte schlie3lich bei 120 V bis zum

vollstdndigen Durchlaufen des Probenpuffers.
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2.2.4.4 \Western Blot

2.2.4.4.1 Reagenzien

Transferpuffer: 25 mM Tris 19
192 mM Glycin 14,49
Methanol 20%
H20 (bidest.)pH 8,3 ad 11
Blocklésung: TBS: 20 mM Tris 2449
137 mM NaCl 8¢
H20 (bidest.)pH 7,6 ad 11
0,1% (v/v) Tween 1 mi
BSA 5% (wi/v)

2.2.4.4.2 Durchfihrung

Mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens kdénnen Proteine von einem Gel auf eine
Tragermembran Ubertragen und Uber spezifische Antikérper identifiziert und
quantifiziert werden (Towbin et al. 1979). Fur das hier verwendete Semi-Dry-Blot-
System wurden zunachst drei Filterpapiere (GB005 Whatman-Papier, Carl Roth,
Karlsruhe) fur 5 min im Transferpuffer aquilibriert und auf die Anode der Blotkammer
(Biometra, Gottingen) gelegt. Auf diesen wurde die nach demselben Muster
vorbereitete Nitrocellulosemembran Hybond-C Extra (Amersham Biosciences,
Freiburg) platziert, bevor das Polyacrylamidgel und drei weitere in Puffer inkubierte
Filterpapiere hinzugefiigt wurden. AnschlieBend wurden Luftblasen durch Ausrollen
mit einer Pipette entfernt und der Kathodenteil der Blotkammer aufgesetzt. Der

Proteintransfer wurde tiber 75 min bei 10 V durchgefuhrt.

Um den Erfolg des Transfers zu Uberprifen, wurden alle Proteine der
Nitrocellulosemembran unter leichtem Schwenken mit Ponceau S-Lésung (Omnilab-
Krannich, Gottingen) angefarbt und diese Membran zur Beladungskontrolle
eingescannt. Durch kurzes Waschen in TBS + 0,1% Tween wurde der rote Farbstoff
wieder entfernt. Zur Besetzung der freien Bindungsstellen auf der Blotmembran wurde
diese fur 1 h bei Raumtemperatur mit Blocklésung benetzt. Im Anschluss wurde der
nach Herstellerangaben in Blocklésung verdiinnte Primarantikorper auf die Membran

gegeben und Uber Nacht bei 4°C unter stetigem Schwenken inkubiert. Um
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ungebundene Antikorper zu entfernen, erfolgten drei 5-minttige Waschschritte in TBS
+ 0,1% Tween, bevor die Membran mit dem Meerrettichperoxidase-konjugierten,
ebenfalls in Blockpuffer verdinnten Sekundarantikorper fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert wurden. Schlief3lich wurde die Tragermembran erneut dreimal Uber jeweils 5
min in TBS + 0,1% Tween gewaschen. Der Nachweis der mit den Antikérpern
markierten Proteine erfolgte mit Hilfe des Detektionsreagenzes ECL Prime (GE
Healthcare, Freiburg), dessen Komponenten nach Herstellerangaben gemischt und far
5 min kontinuierlich Uber die Membran gegeben wurden. Die durch die HRP
katalysierte Chemilumineszenzreaktion wurde nun nach einer Belichtungszeit von 10
bis 120 sec im LAS 4000 Imager (Fujifilm/ GE Healthcare, Freiburg) und mittels der

ImageJ-Software anhand von drei biologischen Replikaten quantifiziert.

2.2.5 Invitro-Mikroinvasionsassay

2.2.5.1 Vorbemerkung

Zur Untersuchung der in vitro-Invasivitat der Brustkrebszellen in Ko-Kultur mit
Makrophagen wurden Mikroinvasionsassays in modifizierten Boyden-Kammern
durchgeftuihrt (s. Abb. 2.1) (Hagemann et al. 2004). Dazu wird eine
Polycarbonatmembran (Nucleopore, Pleasanton, USA) mit einem definierten
Porendurchmesser auf einer Glasplatte mit eiskaltem ECM-Gel in /4 serumfreien RPMI
1640 beschichtet. Nach 10 min wird die Membran auf die untere von zwei mit dem
jeweiligen Zellkulturmedium befillten 14-well-Platten gelegt. AnschlieBend wird die
obere Platte aufgebracht und beide fest miteinander verschraubt Die hier verwendete
Membran mit der PorengroRe von 10 pm dient als kinstliche Basalmembran,
verhindert direkte Zell-Zell-Kontakte und ermdéglicht lediglich ein Durchwandern von

Zellen mittels aktiver Migration und dem Vorhandensein proteolytischer Aktivitat.
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K IBOTCIP RIS

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau der modifizierten Boyden-Kammer

Makrophagen in Zellkultur-Inserts (a), Mammakarzinomzellen auf ECM-Gel (b), Polycarbonatmembran
(c), invadierte Mammakarzinomzellen (d)

2.2.5.2 Durchfihrung

Die nach dem beschriebenen Schema zusammengebauten Kammern wurden fur 1 h
im Zellkulturschrank aquilibriert, bevor die Tumorzellen in einer Dichte von 1x10° pro
Vertiefung in der oberen Platte ausgesat wurden. AnschlieRend wurde die Kammer
erneut fir 60 min im Inkubator aufbewahrt, um eine ausreichende Adharenz der Zellen
zu gewabhrleisten. In der Zwischenzeit wurden die vorbereiteten Makrophagen in
speziellen Zellkultur-Inserts (Millicell Cell Culture Inserts, 12 mm, Millipore, Darmstadt)
mit einem Porendurchmesser von 0,4 pm in 1 ml Medium, versetzt mit den
entsprechenden Konzentrationen der Inhibitoren, ausgesét. Zur Vervollstdndigung des
Versuchsaufbaus wurden schlieBlich die Zellkultureinsatze in die Vertiefungen der
oberen Platte eingebracht und mit den Tumorzellen bei Standardbedingungen ko-

kultiviert.

Um die Invasivitatsrate der malignen Zellen zu ermitteln, wurden nach 96 h der obere
Teil der Kammer sowie die Membran entfernt und die invadierten Zellen in den
Vertiefungen der unteren Platte durch kraftiges Pipettieren resuspendiert und in
Zellkulturréohrchen Uberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 1000xg far 5 min, einmaliger
Waschung mit PBS und nochmaliger Pellettierung wurde schliel3lich die Zellzahl in

einer Zahlkammer bestimmt.
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2.2.6 Statistische Auswertung

Die Auswertung der erhaltenen Ergebnisse erfolgte standardmaflig mit dem
zweiseitigen ungepaarten t-Test nach Student mithilfe der Programme Microsoft Excel
2010 und GraphPad Prism 6 & 9. Ergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 wurden als
statistisch signifikant angenommen. Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt mit
Asterisken angegeben:

p <0,05 > *

p <0,01 > **

p<0,001 = x**
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3 Ergebnisse

Dieser Abschnitt der Arbeit beschéftigt sich mit den Effekten zweier ausgewéhlter
Inhibitoren des  PI3K/AK/mTOR-Signalwegs auf sowohl unterschiedliche
Mammakarzinomzelllinien als auch Primarkulturen verschiedener Makrophagen-
populationen sowie deren Ko-Kultivierung und wurde hierfir in zwei Teile gegliedert.
Der erste konzentriert sich dabei auf die erzielten Ergebnisse des mTOR-Inhibitors
RADOO1 (vgl. 1.3.2.1), wahrend die Resultate fur die Anwendung des Pan-PI3K-
Inhibitors BKM120 (vgl. 1.3.2.2) im Mittelpunkt des zweiten Absatzes stehen.

3.1 Untersuchung des mTOR-Inhibitors

3.1.1 Toxizitdt von RADO01 auf Tumorzellen und Makrophagen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Frage beantworten werden, ob die Anwendung von
RADOO1 uber eine Inhibition von Makrophagen einen reduzierenden Einfluss auf deren
progressionsférdernden Effekte auf Tumorzellen nehmen kann. Zunéchst sollten daftr
Konzentrationsbereiche ausfindig gemacht werden, in denen die Abwehrzellen zwar
gehemmt, die Karzinomzellen aber mdglichst unbeeinflusst bleiben. Dazu wurden
Viabilitatsuntersuchungen mittels MTT- (vgl. 2.2.3.1) und WST-1-Assays (vgl. 2.2.3.2)
und Proliferationsmessungen mit Hilfe von xCELLigence (vgl. 2.2.3.3) an
unterschiedlichen Brustkrebszelllinien und Priméarkulturen von Makrophagen

durchgefuhrt.

3.1.1.1 Viabilitat und Proliferation von Tumorzellen

Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Tumorzellen sehr unterschiedlich

auf die Behandlung mit RADOO1 bezogen auf ihre Viabilitat reagierten.

Wahrend MCF7 und SK-BR-3 unter den humanen Mammakarzinomzelllinien bereits
in den niedrigsten Konzentrationsbereichen von 0,01 nM bis 0,1 nM signifikant in ihrem
Stoffwechsel eingeschrankt wurden, blieben die MDA-MB-231-Zellen auch in den
hochsten Dosen des applizierten Inhibitors unbeeinflusst (s. Abb. 3.1). Die Viabilitat

der murinen Zelllinie 410.4 wurde ebenfalls unter Verwendung von 0,01 nM RADOO1
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reduziert und blieb auch bei steigender Konzentration konstant auf einem ca. 80%igen

Niveau.
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Abb. 3.1: Viabilitdt von MCF7 (A), SK-BR-3 (B), MDA-MB-231 (C) und 410.4 (D) nach Behandlung
mit RAD0O1

Die angegebenen Karzinomzellen wurden in Triplikaten mit den angegebenen Konzentrationen von
RADOO01 behandelt (x-Achse). Auf der y-Achse ist die Viabilitdt in % bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (ctl) dargestellt. Mittelwert + Standardabweichung, n = 3.

Die Proliferationsmessungen zeigen, dass die Konzentrationen von RADOO01, die den
Stoffwechsel von MCF7 signifikant reduzierten, keinen Einfluss auf die Proliferation
dieser Zellen hatten (s. Abb. 3.2 A). Auch die behandelten 410.4-Zellen zeigten keine

Einschrankung ihres Wachstums bezogen auf die Kontrolle (s. Abb. 3.2 B).
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Abb. 3.2: Proliferationsmessung von MCF7 (A) und 410.4 (B) wahrend RADOO1-Behandlung

Die MCF7- und 410.4-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von RADOO1 behandelt.
Auf der x-Achse ist die Zeit in h aufgetragen, die y-Achse zeigt die relative Proliferation in Form des
Zellindexes. Gezeigt sind reprasentative Einzelversuche aus n = 3.

3.1.1.2 Viabilitat und Proliferation von Makrophagen

In den MTT- und WST-1-Assays konnte gezeigt werden, dass der Stoffwechsel von
Mac und BMDM im Vergleich zu MG bereits in den unteren angewendeten
Konzentrationsbereichen von 0,1 bis 1 nM wesentlich beeintrachtigt wurde. MG
reagierten unter dem Einsatz von 100 nM RADOO1 zwar signifikant bezogen auf die

unbehandelte Kontrolle, jedoch lediglich mit einer 10%igen Reduktion ihrer Viabilitat.
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Abb. 3.3: Viabilitdt von Mac (A), BMDM (B) und MG (C) nach Behandlung mit RAD001

Humane Makrophagen sowie murine Mikroglia und BMDM mit den auf der x-Achse angegeben
Konzentrationen von RAD0OO01 behandelt. Die Viabilitatsreduktion (y-Achse) von Mac und BMDM wurde
mittels MTT-Test, diejenige von MG mithilfe von WST-1-Assays bestimmt. Auf der y-Achse ist die
Viabilitat in % bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (ctl) dargestellt. Mittelwert =+
Standardabweichung, n = 3.

Hinsichtlich der Proliferation bzw. Zellmorphologie der Makrophagen konnte belegt
werden, dass die Behandlung mit 0,01 nM bis 1 nM keine letalen Auswirkungen auf
Mac und BMDM ausiibt (s. Abb. 3.4). Wahrend in Mac keine signifikante Anderung
des Zellindexes unter der Inhibitoranwendung zu verzeichnen war, wurden BMDM
unter 1 nM RADOO1 wesentlich beeintrachtigt.
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Abb. 3.4: Proliferationsmessung von Mac (A) und BMDM (B) wahrend RADOO1-Behandlung

Humane Makrophagen und BMDM wurden mit den angegebenen Konzentrationen von RADO0O1
behandelt. Auf der x-Achse ist die Zeit dargestellt, die y-Achse zeigt die Proliferation bzw. Morphologie
in Form des Zellindexes. Gezeigt sind reprasentative Einzelversuche aus n = 3.

3.1.2 Einfluss von RADO0O01 auf die Proteinexpression

Als nachstes sollte untersucht werden, ob durch die Behandlung mit RADOO1 die
Proteinexpression des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs effektiv gehemmt wird. Dazu
wurden Proteinexpressionsanalysen durchgefuhrt, um festzustellen, ob die Menge der
phosphorylierten Form von S6, eines sogenannten Downstreamtargets des

Signalwegs, signifikant gesenkt wird.

3.1.2.1 S6-und p-S6-Expression von Tumorzellen

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von FCS ohne RADO0O1-
Behandlung in den beiden getesteten Tumorzellen mit einer gesteigerten
Phosphorylierung von S6 einherging (s. Abb. 3.5). In den MCF7-Zellen liel3 sich weder
eine konzentrations- noch zeitabhangige signifikante Reduktion von p-S6 durch die
Inkubation mit 0,01 nM respektive 0,1 nM des mTOR-Inhibitors nachweisen. Wahrend
in den murinen Brustkrebszellen 410.4 unter der Behandlung mit 0,1 nM RADOO1 kein
Unterschied zur substanzfreien Kontrolle nachzuweisen war, konnte der Anteil an p-
S6 unter 1 nM in beiden untersuchten Zeitintervallen signifikant gesenkt werden. In
den SK-BR-3-Zellen liel3 sich ebenfalls eine wesentliche Reduktion der S6-
Phosphorylierung durch die Applikation von 0,1 nM RADO0O1 hervorrufen, wohingegen
unter 0,01 nM kein Effekt beobachtet werden konnte (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 3.5: Western-Blot-Analysen fiir S6 und p-S6 der mit RAD0O0O1 behandelten MCF7 (A) und
410.4 (B)

Dargestellt sind die Banden der Lysate + RADOO1 und + Serumzusatz. Die Zeitangabe bezieht sich auf
die Zugabe von 1% FCS fur jeweils 15 und 60 min. Als Ladekontrolle wurde die Membran mit Ponceau
S angefarbt.

3.1.2.2 S6- und p-S6-Expression von Makrophagen

Wie auch bei den Tumorzellen fuhrte der Zusatz von FC-Serum ohne Anwesenheit
von RADOO1 in den untersuchten Makrophagenpopulationen zu einer verstarkten
Phosphorylierung von S6 (s. Abb. 3.6). In den M® lief3 sich diese Beobachtung durch
die Inhibitoranwendung im Konzentrationsbereich von 1 nM sowohl nach 15 min als
auch 60 min signifikant reduzieren. Die Zugabe von 0,1 nM RADOO1 hatte keinen
Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von S6 in den M®. In den BMDM liel3 sich
ein statistisch bedeutsamer zeitabhangiger Effekt der Behandlung nachweisen:
wahrend in den 15-mindtigen Untersuchungen beider Konzentrationen Kkein
Unterschied erkennbar wurde, lief3 sich durch die 60-minitige FCS-Stimulation bei 0,1
nM und 1nM RADOO1 eine signifikante Verminderung der S6-Phosphorylierung

erzielen.
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Abb. 3.6: Western-Blot-Analysen fiir S6 und p-S6 der mit RAD001 behandelten M® (A) und BMDM
(B)

Dargestellt sind Banden der Proteinlysate der Makrophagen + RADO01-Behandlung und + Applikation
von 1% FCS nach den Zeitpunkten 15 und 60 min. Als Ladekontrolle wurde die Membran mit Ponceau
S angefarbt.

3.1.3 Einfluss auf die Makrophagen-induzierte Tumorinvasion

In Vorexperimenten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Makrophagen die
Invasivitat von Brustkrebszellen steigern. Dabei wurden MCF7-Zellen mit Mac und MG
in einer modifizierten Boyden-Kammer ko-kultiviert und eine verstarkte Invasion der
Tumorzellen beobachtet (Hagemann et al. 2004). Im Rahmen dieser Arbeit sollte
untersucht werden, ob dieser Effekt durch die zusatzliche Applikation von RAD001

beeinflusst werden kann.

Dazu wurden in einem syngenen Modell 410.4-Zellen mit BMDM im selben Boyden-
Kammer-Versuchsaufbau ko-kultiviert und die Invasivitatsrate ermittelt (vgl. 2.2.5). Um
den Einfluss von RADO01 auf die Makrophagen-induzierte Tumorinvasion zu
Uberprufen, wurden in jeweils drei zusatzliche Konditionen 0,1 nM und 1 nM des
Inhibitors hinzugefiigt. Zum Vergleich der verschiedenen Kammern wurde die Ko-
Kultur von 410.4 und BMDM auf 100% normalisiert.

Es zeigte sich, dass die Invasivitat von 410.4-Zellen hochsignifikant durch die Ko-
Kultur mit BMDM gesteigert werden konnte (s. Abb. 3.7). Durch die zusatzliche
Behandlung mit 0,1 nM RADOO1 wurde dieser Effekt nicht inhibiert. Unter Hinzufligen
von 1 nM des Inhibitors konnte eine Uber 20%ige Reduktion der Invasivitatsaktivitét
der 410.4-Zellen erzielt werden. Eine Verminderung auf das Ausgangshiveau der
Invasivitat in der Monokultur der Tumorzelle wurde im gewadhlten

Konzentrationsbereich nicht beobachtet.
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Abb. 3.7: Mikroinvasionsassay von 410.4 in Ko-Kultur mit BMDM + RAD0O1

Die Zellen wurden fiir 96 h in der modifizierten Boyden-Kammer ko-kultiviert (schwarzer Balken) und
mit 0,1 nM (kleinkarierter Balken) bzw. 1 nM (grof3karierter Balken) RADOO1 behandelt. Die Invasions-
rate in % wurde dabei auf die reine Ko-Kultur bezogen. Mittelwert + Standardabweichung, n = 3

3.2 Untersuchung des Pan-PI3K-Inhibitors

3.2.1 Toxizitdt von BKM120 auf Tumorzellen und Makrophagen

Um zu Uberprifen, in welchen Konzentrationsbereichen die Behandlung mit BKM120
reduzierende Effekte auf die Viabilitat und Proliferation aufweist, wurden ebenfalls
Viabilitdts- und Proliferationsmessungen mit unterschiedlichen Tumorzelllinien und
Makrophagen-Primarkulturen durchgefuhrt. Hierbei sollte moglichst eine Dosis
ausfindig gemacht werden, die wenig Einfluss auf die Krebszellen selbst ausiibt, die
Abwehrzellen aber ohne letale Auswirkungen affektiert. Die Ergebnisse werden in Abb.
3.8 bis Abb. 3.11 préasentiert.

3.2.1.1 Viabilitat und Proliferation von Tumorzellen

Aus Abb. 3.8 wird ersichtlich, dass sich die Viabilitdt der Karzinomzellen kaum durch
die Anwendung von BKM120 in den gewdahlten Konzentrationsbereichen reduzieren

lieB. Die Zelllinien MDA-MB-231 und 410.4 reagierten erst in den obersten
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angewendeten Konzentrationsbereichen von 100 nM BKM120 mit einem verminderten
Stoffwechsel, wahrend in SK-BR-3 kein signifikanter Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle nachgewiesen werden konnte. Lediglich in den MCF7-Zellen konnte die
Viabilitat unter Einsatz von 10 bis 100 nM BKM120 um bis zu 20% gesenkt werden.
Allerdings wurde deren Proliferationsrate durch die Anwendung derselben
Konzentrationen des Inhibitors nicht eingeschrankt (s. Abb. 3.9 A). Auch in den
Proliferationsmessungen von 410.4 hatte BKM120 im Bereich von 1 bis 100 nM keine
Auswirkung auf den Zellindex (s. Abb. 3.9 B).
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Abb. 3.8: Viabilitat von MCF7 (A), SK-BR-3 (B), MDA-MB-231 (C) und 410.4 (D) nach Behandlung
mit BKM120

Die angegebenen Karzinomzellen wurden in Triplikaten mit den angegebenen Konzentrationen von
BKM120 behandelt (x-Achse). Auf der y-Achse ist die Viabilitdt in % bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (ctl) dargestellt. Mittelwert + Standardabweichung, n = 3.
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Abb. 3.9: Proliferationsmessung von MCF7 (A) und 410.4 (B) wahrend BKM120-Behandlung

MCF7- und 410.4-Zellen wurden mit den dargestellten Konzentrationen von BKM120 behandelt. Auf
der x-Achse ist die Zeit in h aufgetragen, die y-Achse zeigt die relative Proliferation in Form des
Zellindexes. Gezeigt sind reprasentative Einzelversuche aus n = 3.

3.2.1.2 Viabilitat und Proliferation von Makrophagen

Die Ergebnisse in Abb. 3.10 zeigen, dass der Stoffwechsel der untersuchten
Makrophagenspezies in den Konzentrationen von 10 bis 100 nM BKM120 signifikant
gehemmt werden konnte. Die behandelten BMDM reagierten im obersten
Dosisbereich mit einer Viabilitatsreduktion um ca. 30% und einer effektiven
Einschrankung des Zellindexes in der Proliferationsmessung bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (s. Abb. 3.11 B). Die untersuchten Mac und MG konnten unter
Einsatz von 100 nM BKM120 zwar signifikant beeinflusst werden, zeigten aber im

Vergleich zu BMDM eine deutlich geringere Sensitivitat auf die Behandlung.
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Abb. 3.10: Viabilitat von Mac (A), BMDM (B) und MG (C) nach Behandlung mit BKM120

Humane Makrophagen sowie murine Mikroglia und BMDM mit den auf der x-Achse angegeben
Konzentrationen von BKM120 behandelt. Die Viabilitdtsreduktion (y-Achse) von Mac und BMDM wurde
mittels MTT-Test, diejenige von MG mithilfe von WST-1-Assays bestimmt. Auf der y-Achse ist die
Viabilitat in % bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (ctl) dargestellt. Mittelwert + Standard-
abweichung, n = 3.
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Abb. 3.11: Proliferationsmessung von Mac (A) und BMDM (B) wahrend BKM120-Behandlung

Humane Makrophagen und BMDM wurden mit den angegebenen Konzentrationen von BKM120
behandelt. Auf der x-Achse ist die Zeit dargestellt, die y-Achse zeigt die Proliferation bzw. Morphologie
in Form des Zellindexes. Gezeigt sind reprasentative Einzelversuche aus n = 3.

3.2.2 Einfluss von BKM120 auf die Proteinexpression

Analog zur Behandlung mit RADOO1 (s. 3.1.2.1) sollte im Weiteren untersucht werden,
ob der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg in den Tumorzellen und Makrophagen durch die
Applikation von BKM120 auf Proteinebene beeinflusst wird. Auch hierbei wurde der

Fokus auf den Phosphorylierungsstatus des Proteins S6 gesetzt.

3.2.2.1 S6-und p-S6-Expression von Tumorzellen

Wie in Abb. 3.12 dargestellt, war der Gesamtanteil an S6 in den Tumorzellen in allen
Proteinlysaten konstant. Ubereinstimmend mit den vorgenannten Untersuchungen (s.
3.1.2) ging die Zugabe von FCS mit einer gesteigerten Phosphorylierung von S6
einher. In den MCF7-Zellen liel3 sich in keiner der getesteten Bedingungen mit 1 nM
und 10 nM BKM120 eine signifikante Reduktion von p-S6 erzielen. Wahrend die
Vorinkubation mit 10 nM BKM120 in den 410.4-Zellen keine quantitative Anderung des
p-S6-Status bewirkte, lie3 sich eine signifikante Reduktion des Phosphorylierungs-
status unter Zugabe von 100 nM des Pan-PI3K-Inhibitors nach 60-minitiger FCS-

Behandlung nachweisen.
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Abb. 3.12: Western-Blot-Analysen fir S6 und p-S6 der mit BKM120 behandelten MCF7 (A) und
410.4 (B)

Dargestellt sind die Banden der Lysate + BKM120 und + Serumzusatz. Die Zeitangabe bezieht sich auf
die Zugabe von 1% FCS fir jeweils 15 und 60 min. Als Ladekontrolle wurde die Membran mit Ponceau
S angefarbt.

3.2.2.2 S6-und p-S6-Expression von Makrophagen

Wahrend in M® der Phosphorylierungsstatus von S6 Uber alle Bedingungen hinweg
konstant blieb (s. Abb. 3.13 A), konnte in BMDM ein verminderter Anteil an p-S6 in den
serumdeprivierten Kontrollen nachgewiesen werden (s. Abb. 3.13 B). Die Behandlung
mit den angegebenen Konzentrationen von BKM120 erbrachte in keiner der getesteten

Bedingungen eine statistisch signifikante Reduktion des aktivierten Proteins.

A MO B BMDM
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6 - — - ——— —————— T ——— ——— — ——
p-S6 —— e — ——— — R — A —
Ponceau S

Abb. 3.13: Western-Blot-Analysen fir S6 und p-S6 der mit BKM120 behandelten M® (A) und
BMDM (B)

Dargestellt sind Banden der Proteinlysate der Makrophagen + BKM120-Behandlung und + Applikation
von 1% FCS nach den Zeitpunkten 15 und 60 min. Als Ladekontrolle wurde die Membran mit Ponceau
S angefarbt.
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3.2.3 Einfluss auf die Makrophagen-induzierte Tumorinvasion

Schlief3lich sollte untersucht werden, ob die Anwendung von BKM120 einen Einfluss

auf die beschriebene Makrophagen-induzierte Tumorinvasion hat.

Analog zu den Versuchen mit RADOO1 (s. 3.1.3) wurden auch hierbei 410.4-Zellen mit
BMDM in der modifizierten Boyden-Kammer (vgl. 2.2.5) ko-kultiviert und in einem
Versuchsansatz mit BKM120 behandelt. Zum Vergleich der einzelnen Konditionen
wurde die Ko-Kultur von 410.4 und BMDM auf 100% normalisiert.

Es zeigte sich, dass die Invasivitat von 410.4-Zellen in Ko-Kultur mit BMDM signifikant
gesteigert wird (s. Abb. 3.14). Durch das Hinzufigen von 100 nM BKM120 konnte
diese Beobachtung um ca. 50%, jedoch nicht auf die Ausgangsinvasivitat der
Tumorzell-Monokultur reduziert werden.
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Abb. 3.14: Mikroinvasionsassay von 410.4 in Ko-Kultur mit BMDM £ 100 nM BKM120

Die Zellen wurden fiir 96 h in der modifizierten Boyden-Kammer ko-kultiviert (schwarzer Balken) und
mit 100 nM (karierter Balken) BKM120 behandelt. Die Invasionsrate in % wurde dabei auf die reine Ko-
Kultur bezogen. Mittelwert + Standardabweichung, n = 3.
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4 Diskussion

4.1 Heterogenes Ansprechen der Mammakarzinomzellen auf die
Anwendung der PI3K/Akt/mTOR-Signalwegsinhibitoren

Zunachst wurden im Rahmen dieser Arbeit die Effekte der beiden Inhibitoren auf
Viabilitat, Proliferation und Proteinexpression von unterschiedlichen Mammakarzinom-
zelllinien, die den einzelnen in 1.1 klassifizierten Brustkrebssubtypen zugeordnet
werden konnen, untersucht. Das formulierte Ziel bestand darin, die Zelllinien
hinsichtlich ihres Ansprechens auf die Behandlung mit den Substanzen zu
charakterisieren und einen maoglichst resistenten Subtyp ausfindig zu machen, um
anschlieBend weitestgehend unbeeintrachtigt die Auswirkungen der Inhibitoren auf die

invasivitatssteigernden Eigenschaften der Makrophagen zu tberprifen.

Erwartungsgemal? ergab sich ein insgesamt sehr heterogenes Verhalten der
verschiedenen Zelltypen auf den Einsatz der Substanzen. Anhand der
Toxizitatsmessungen konnte gezeigt werden, dass die niedrig-invasive,
Hormonrezeptor-positive Zelllinie MCF7 (Luminal A-Subtyp) sehr empfindlich auf die
Behandlung mit RADOO1 reagiert (s. Abb. 3.1). Bereits 0,1 nM der Substanz fiihrten
zur signifikanten Einschrankung der Zellviabilitat, jedoch nicht zu einer effektiven
Blockade der Signalkaskade. Im Gegensatz zu den in 1.3.2 erwahnten
antiproliferativen Eigenschaften der mTOR-Inhibitoren steht das Ergebnis, dass trotz
weiterer Steigerung der RAD001-Dosis auf 1 nM kein Effekt auf die Proliferation von
MCF7 nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 3.2). Allerdings zeigen die Ergebnisse
anderer Arbeitsgruppen anhand ebenfalls Hormonrezeptor-positiver Zelllinien, dass
die Proliferation sowohl dosis- als auch zeitabhangig in vitro in deutlich héheren
Konzentrationsbereichen des Inhibitors eingeschrankt werden kann (Liu et al. 2011;
Sanchez et al. 2011). Als Monotherapeutikum konnte sich RADO01 mangels
Prognose-verbessernder Erfolge in der klinischen Anwendung bislang nicht
durchsetzen. Durch die gleichzeitige Anwendung von RADOO1 und antihormonellen
Praparaten zeichnete sich hingegen bereits praklinisch eine potenzierte antitumorose
Wirkung und somit ein Durchbrechen der mehrfach vorbeschriebenen, durch eine

MTOR-Aktivierung bedingten Resistenz auf endokrine Therapeutika ab (Liu et al.
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2014a; Sanchez et al. 2011; Sendur et al. 2014). Diese Beobachtung liel3 sich durch
die Ergebnisse der BOLERO-2-Studie (vgl. 1.3.2.1) in vivo bestatigen, weshalb der
Wirkstoff aktuell in Kombination mit einer antihormonellen Medikation in der
Behandlung von metastasiertem Hormonrezeptor-positiven, HER2/neu-negativen
Brustkrebs empfohlen wird (Baselga et al. 2012). In den MCF7-Zellen, welche
nachgewiesenermalRen eine aktivierende PIK3CA-Mutation und -Amplifikation
aufweisen (Wu et al. 2005), bewirkte die Anwendung von BKM120 erwartungsgemar
die insgesamt starkste Viabilitatseinschrankung unter den getesteten Zelllinien (s. Abb.
3.8). Dieses Resultat ist koharent mit den Ergebnissen einer Studie, in der eine
Vielzahl PIK3CA-aberrierter Zelllinien mit einer signifikant hoheren Sensitivitat auf
BKM120 verglichen mit den Mammakarzinomsubtypen ohne Veranderungen dieses
Gens reagierten (Maira et al. 2012b). Allerdings erbrachten weder die Proliferations-
messungen noch die Proteinanalysen Beeinflussungen in den gewahlten
Konzentrationen, welche in Arbeiten anderer Arbeitsgruppen erst in deutlich héheren
Dosisbereichen beobachtet werden konnten, wobei hierbei letale Wirkungen nicht
ganzlich ausgeschlossen wurden (Sanchez et al. 2011). Bisher veroffentliche klinische
Studienergebnisse zur Anwendung von BKM120 erbrachten trotz der starken
Korrelation zwischen der Aktivierung der PI3K-Kaskade und der Progression von
Brustkrebserkrankungen enttdauschende Ergebnisse. Verglichen mit anderen
onkogenen Rezeptortyrosinkinasen haben die verschiedenen Inhibitoren der PI3K
bislang nur eine moderate Effektivitat gezeigt. Klinisch relevant erwies sich die
Erkenntnis, dass sich durch einen zusatzlichen Entzug von Ostrogenen die Wirkung
von PI3K-Inhibitoren in vitro steigern lasst, wohingegen der Effekt unter der
Behandlung mit RADOO1 vergleichsweise moderat ausfallt (Crowder et al. 2009;
Sanchez et al. 2011). Eine PI3K-Hemmung ist den Ergebnissen der BELLE-2-Studie
(vgl. 1.3.2.2) zufolge in Kombination mit einer antiostrogenen Therapie eine prinzipiell
veritable Behandlungsoption (Baselga et al. 2017), dennoch verhinderte das hohe
Toxizitdtsspektrum von BKM120 bisher dessen Zulassung fir diese Indikation
(Sobhani et al. 2018). Als aussichtsreicherer Ansatz kristallisiert sich gegenwartig
immer weiter die nebenwirkungsarmere selektive Hemmung der a-Untereinheit von
PI3K heraus. Fur PI3Ka-selektive Medikamente konnten bislang gute Erfolge in der
Therapie solider Tumoren mit PIK3CA-Mutation, aber auch HER2/neu-Amplifikation
nachgewiesen werden (Thorpe et al. 2015).
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Die HER2/neu-angereicherte Mammakarzinomzelllinie SK-BR-3 zeigte in den MTT-
Assays die insgesamt hichste Sensitivitat auf die Behandlung mit RADOO1. Dieses
Ergebnis erscheint primar nicht unerwartet, da mTOR eines der Effektormolekile von
HER2/neu ist. Dennoch bleibt die Rolle von mTOR und den gangigen mTORC1-
Inhibitoren in diesem Brustkrebstyp unklar. In vivo konnte in bisher zwei Phase-lIlI-
Studien (vgl. 1.3.2.1) kein relevant verlangertes Uberleben fur Everolimus als
Kombinationspraparat und somit auch kein Durchbrechen der vorbeschriebenen
Resistenz gegeniber Targettherapeutika, die mit einer Aktivierung des Signalwegs
assoziiert ist, nachgewiesen werden. Lediglich in der Subgruppe der Hormonrezeptor-
negativen Betroffenen zeichnete sich ein klinischer Benefit ab, der jedoch nicht zur
Zulassung des Praparats fihrte (André et al. 2014; Hurvitz et al. 2015).
Uberraschenderweise erbrachte der Einsatz von BKM120 hingegen keine
signifikanten Unterschiede in den gewdahlten Konzentrationsbereichen, obwohl eine
Assoziation der Uberexpression von HER2/neu-Rezeptoren mit der Aktivierung von
PI3K beschrieben wurde (Chandarlapaty et al. 2011; Markman et al. 2010b). Diese
Beobachtung kann dadurch erklart werden, dass die Inhibition von PI3K sowie die
duale Hemmung des PI3BK/mTOR-Komplexes lber einen Feedbackmechanismus zur
Hochregulation der Expression und Phosphorylierung von HER3, einem Ko-Rezeptor
von HER2, der mit diesem dimerisiert und zu einer vermehrten Aktivitat beitragt, fihren
(Chakrabarty et al. 2012; Chandarlapaty et al. 2011; Lee-Hoeflich et al. 2008; Serra et
al. 2011). Die selektive Blockierung von mTORC1 hingegen verursacht zwar die
Phosphorylierung von HER3, hat jedoch keinen Einfluss auf dessen Auspragung
(Chandarlapaty et al. 2011). Fur die bisher entwickelten PI3K-Inhibitoren einschlief3lich
BKM120 blieb der erhoffte klinische Erfolg aufgrund des hohen Nebenwirkungs-

spektrums aus.

Erwartungsgemal? wurde die Viabilitat der humanen triple-negativen Mamma-
karzinomzelllinie MDA-MB-231 in den jeweils hochsten Konzentrationsbereichen (100
nM) beider Inhibitoren lediglich minimal reduziert (s. Abb. 3.1 und Abb. 3.8).
Publikationen belegen dartber hinaus, dass auch die weitere Dosissteigerung beider
Inhibitoren bis 500 nM RADOO1 respektive 1 pM BKM120 mit der Induktion einer
vergleichsweise niedrigen Viabilitatseinschrankung und Apoptoserate einhergeht
(Ayub et al. 2015; Sanchez et al. 2011; Yunokawa et al. 2012). In den durchgefiihrten
Proteinanalysen zeigte sich dabei einerseits, dass die Menge an phosphoryliertem S6

durch Anwendung beider Substanzen konzentrationsabhangig reduziert, jedoch die
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Auspragung von Akt unter der Behandlung mit RADOO1 im Gegensatz zur BKM120-
Gabe gesteigert wird. Diese paradoxe Aktivierung von Akt nach Behandlung mit
MTOR-Inhibitoren, die bisher unter anderem in Arbeiten mit Brust- und Lungenkrebs-
zelllinien beobachtet werden konnte (Buck et al. 2006; Wang et al. 2008), kdnnte als
maoglicher Erklarungsansatz fur die bereits beschriebene Resistenz dieses Subtyps
und bislang enttauschende klinische Studienergebnisse mit Everolimus als
Monotherapeutikum dienen (Leung et al. 2015; Yunokawa et al. 2012). Trotz der
Proteinanalysen scheint auch die medikamenttse Blockade der PI3K in dieser
Zelllinie, die keinerlei nachgewiesene Aberrationen der PIK3CA tragt (Wu et al. 2005),
eine untergeordnete Rolle fir das Uberleben der Karzinomzellen zu spielen. Eine
vielversprechendere therapeutische Option birgt offenbar die gleichzeitige Anwendung
beider Substanzen bzw. kombinierter PISK/mTOR-Inhibitoren. Die Tumorzell-
proliferation und -viabilitdt konnten durch die Kombination beider Préparate in
spateren in vitro-Untersuchungen anhand mehrerer triple-negativer Zelllinien
signifikant gehemmt werden (Leung et al. 2015). Lehmann et al. belegten daruber
hinaus, dass durch duale Hemmung beider Enzyme in Zelllinien derselben Unterform
triple-negativer Mammakarzinome (vgl. 1.3.1) das Tumorvolumen in Xenograft-
Modellen hochsignifikant reduziert werden kann (Lehmann et al. 2011). Aktuell
befinden sich bereits erste Kombinationspraparate in der klinischen Erprobung zur
Behandlung von fortgeschrittenen Brustkrebserkrankungen.

Die Zelllinie 410.4 zeigte hinsichtlich ihrer Viabilitdt ein vergleichsweises moderates
Ansprechen auf die Behandlung mit den Inhibitoren. Obwohl die Applikation von 0,01
nM RADOO1 bereits mit einer geringen Reduktion des Stoffwechsels einherging,
erbrachte die Dosiseskalation bis 100 nM keine verstarkte Wirkung (s. Abb. 3.1). Auch
durch die Anwendung von BKM120 liel3 sich in den hdchsten getesteten Dosis-
bereichen nur eine minimale Einschrankung der Viabilitdt von 410.4 nachweisen (s.
Abb. 3.8). FiUr die Konzentrationen der Substanzen, die im Weiteren fur die
Mikroinvasionsassays verwendet wurden, konnte kongruent zu weiteren Ergebnissen
der Arbeitsgruppe anhand des PI3K-Inhibitors in den Proteinanalysen eine effektive
Blockierung der Signalkaskade nachgewiesen werden (Blazquez et al. 2018). Da sich
fur beide Inhibitoren keinerlei Einfluss auf die Proliferation von 410.4 nachweisen liel3,
liegt die Annahme nah, dass eine reduzierte Signalwegsaktivitdt nicht mit einer

eingeschréankten Proliferation korreliert.
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4.2  Der PIBK/Akt/mTOR-Signalweg steuert vielfaltige Funktionen

in Tumor-assoziierten Makrophagen

Makrophagen kénnen auf vielfaltige Weise und Uber eine Fille an involvierten
Mechanismen Krebszellen zugunsten einer Progression und Invasion in sekundare
Gewebe unterstitzen. Basierend auf der Tatsache, dass eine Aktivierung des
PISK/Akt/mTOR-Signalwegs mit der Induktion eines proinvasiven Makrophagen-
phanotyps assoziiert ist (vgl. 1.3.3), ergibt sich durch eine gezielte medikamenttse
Intervention ein vielversprechender Behandlungsansatz. Ein weiteres Ziel dieser
Arbeit bestand folglich darin, die Effekte der gewéhlten Signalwegsinhibitoren erstmals
anhand unterschiedlicher Makrophagenspezies zu charakterisieren.

M® und BMDM zeigten ein insgesamt sehr éahnliches Ansprechen auf die Behandlung
mit RADOO1. Die Zellviabilitat wurde mittels 0,1 nM respektive 0,01 nM RADOO1
signifikant eingeschrankt, wobei bei beiden Populationen eine weitere dosisabhangige
Reduktion beobachtet werden konnte (s. Abb. 3.3 und Abb. 3.4). Eine letale Wirkung
ergab sich auch in hoheren Konzentrationsbereichen nicht. Weiterhin wurde auf
Proteinebene eine signifikante Abnahme an phosphoryliertem S6 durch die
Behandlung mit dem Inhibitor nachgewiesen, sodass eine effektive Hemmung der
Signalkaskade angenommen und gleichzeitig ausgeschlossen wurde, dass dieser
Effekt durch toxische Konzentrationen bedingt ist (s. Abb. 3.6).

Weitere Arbeitsgruppen konnten bereits belegen, dass neben Stoffwechsel und
Proliferation bzw. Morphologie auch weitere hdchst bedeutsame zellulare Prozesse
der Abwehrzellen via mTOR-Signaling reguliert werden. Mehrere Untersuchungen
anhand von unterschiedlichen Makrophagenpopulationen zeigen, dass auch die
Produktion und Ausschittung von fur die Tumorprogression essenziellen Mediatoren
mTOR-abhangig ist und durch eine medikamentdse Intervention beeinflusst werden
konnen. Die Anwendung von Erstgenerationspraparaten ging in in vitro-Experimenten
mit einer verminderten Freisetzung von einerseits proinflammatorischen Interleukinen,
aber auch von angioneogenetischen und progressionsfordernden Faktoren einher
(Guha und Mackman 2002; Tsiavou et al. 2002; Xie et al. 2014b). Auch in vivo lieRen
sich durch die mTOR-Inhibition mittels Rapamycin bereits &hnliche Effekte mit hoher
Expression von IL-12 und Suppression der IL-10-Synthese erzielen (Chen et al. 2012;
Mercalli et al. 2013; Weichhart et al. 2008). In weiteren Untersuchungen konnte durch

eine Blockade mittels Rapamycin das Chemokin monocyte chemoattractant protein-1
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(MCP-1), welches nebst diversen benignen Zellen vornehmlich von TAM und
Tumorzellen produziert wird und Prozesse wie Migration, Neoangiogenese und
Infiltration von sowohl Monozyten als auch reifen Makrophagen reguliert (Deshmane
et al. 2009), inhibiert werden (Gazzaniga et al. 2007; Salcedo et al. 2000). Diese
Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass sich die Polarisierung von Makrophagen
durch die Anwendung von mTOR-Inhibitoren zugunsten eines antiinvasiven M1-
Phanotyps beeinflussen lasst. Es wirft die Frage auf, ob die bisher erlangten Erfolge
in der klinischen Erprobung von RADOO1 anhand von meist fortgeschrittenen
Tumorerkrankungen ausschlieRlich durch direkte tumorhemmende Effekte bedingt
sind oder ob auch indirekte Faktoren Uber die Beeinflussung des Mikromilieus eine

Rolle spielen.

Ebenso konnten durch die Anwendung von BKM120 im Rahmen dieser Arbeit
Einschrankungen im Stoffwechsel von M® und BMDM beobachtet werden, dies
allerdings erst in sehr hohen Dosen statistisch signifikant (s. Abb. 3.10), was sich auch
in spateren Untersuchungen der Arbeitsgruppe bestatigen liel? (Blazquez et al. 2018).
Allerdings konnte in den gewaéhlten Konzentrationsbereichen keine statistisch
signifikante Abnahme der Phosphorylierung von S6 beobachtet werden. Da in den
Proteinanalysen der Arbeitsgruppe durch die Behandlung mit gleichen Dosen BKM120
jedoch eine deutliche Abnahme der Phosphorylierung von Akt, also einem in der
Signalkaskade vorangeschalteten Protein, nachgewiesen werden konnte, sind
Interaktionen mit anderen Signalwegen bzw. bislang noch nicht belegten Feedback-
mechanismen als Erklarungsansatz denkbar. Im Sinne einer Methodenkritik ist
demnach die alleinige Nutzung des S6-Phosphorylierungsstatus als Nachweis einer

effektiven Signalwegsinhibition zu hinterfragen.

Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass die Stimulation humaner Monozyten
mittels LPS und Partikeln gram-positiver Bakterien bei gleichzeitiger Anwendung des
PI3K-Inhibitors Wortmannin zu einer verstarkten Transkription und Proteinbiosynthese
von IL-12 sowie unterdrickten IL-10-Spiegeln fihrte (Martin et al. 2003;
Uthaisangsook et al. 2003). Polumuri et al. demonstrierten weiterhin in einem murinen
Modell, dass eine vermehrte Aktivierung der PI3K mit einem IL-10Mdh- |L-12'ow-
Phanotyp einhergeht und diese Zytokinkonstellation durch die Anwendung von PI3K-
Inhibitoren reversiert werden kann (Polumuri et al. 2007). Eine Genexpressions-

analyse an murinen Makrophagen zeigte bereits, dass durch die Behandlung mit
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LY294002 unterschiedliche Mediatoren reguliert werden kdnnen. Im Vergleich zu
durch LPS auf klassische Weise aktivierten Makrophagen konnte dabei neben einer
supprimierten MMP-9-Auspragung auch eine deutlich verminderte Expression von IL-
10 und TLR-4, wie es fiir den M2-Phanotyp charakteristisch ist (Mantovani et al. 2002),

nachgewiesen werden (Dos Santos et al. 2007).

Innerhalb der dichotomen Betrachtungsweise der unterschiedlichen Funktions-
zustande von Makrophagen bergen die Tatsachen, dass durch die medikamenttse
Blockierung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs die Immunzellen in &hnlichen
Konzentrationsbereichen wie Karzinomzellen affektiert werden und die Ausbildung
eines M1l-artigen antiinvasiven Phanotyps gelingt, ein enormes therapeutisches
Potential. Trotzdem sind bisher nur sehr wenige Untersuchungen zur Wirkung in der

direkten Interaktion von Tumorzellen und Makrophagen durchgefihrt worden.

4.3 Reduktion der Makrophagen-induzierten Invasivitat durch
RADOO1 und BKM120

Die dritte Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Auswirkungen der
Inhibitoren auf die Makrophagen-induzierte Invasivitatssteigerung von Mamma-
karzinomzellen zu Uberprifen. Aufbauend auf der Erkenntnis, dass die niedriginvasive
Zelllinie MCF7 in Ko-Kultur mit aus monozytaren Vorlaufern stimulierten Makrophagen
oder Mikroglia Uber die Hochregulation von MMPs einen invasiveren Phanotyp
ausbildet (Hagemann et al. 2004; Pukrop et al. 2006; Pukrop et al. 2010), wurden in
einem ausgewahlten syngenen Modell Mikroinvasionsassays in der modifizierten
Boyden-Kammer durchgefuhrt. Erwartungsgemall bewirkte die unbehandelte Ko-
Kultivierung der Zelllinie 410.4 mit BMDM eine etwa 70%ige Steigerung der Invasivitat
der Karzinomzellen. Unter Zusatz von 1 nM RADO0O1, also derjenigen Konzentration,
unter der in den genannten Voruntersuchungen anhand beider Zelltypen eine effektive
Blockade des Signalwegs zu verzeichnen war und eine letale Wirkung der Substanz
ausgeschlossen wurde, konnte hierbei erstmals eine hochsignifikante Reduktion der
Invasionsrate der Karzinomzellen belegt werden (s. Abb. 3.7). Es deutete sich eine
Dosisabhangigkeit dieses Effektes an und wirft die Frage auf, ob die induzierte
Invasivitatssteigerung durch héhere, ebenfalls nichttoxische Konzentrationen komplett

aufhebbar sein konnte.
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Eine weitere denkbare Erweiterung dieser aussichtsreichen Beobachtung kénnte sich
durch eine gleichzeitige Hemmung beider mTOR-Komplexe realisieren lassen, da
kirzlich auch fur mTORC2 eine entscheidende Rolle in der Tumorprogression
ausfindig gemacht werden konnte. Uber eine Hochregulation von M2-typischen
Oberflachenmarkern in Makrophagen durch eine Aktivierung von mTORC?2 lief3en sich
eine vermehrte Invasivitait muriner Mammakarzinomzellen sowie ein Anstieg der
Fernmetastasierung belegen (Shrivastava et al. 2019). Demnach scheint die
Anwendung von kombinierten mTORC1/2-Inhibitoren, die sich in vitro bereits als
synergistisch in der eigentlichen Tumortherapie erwiesen (Lee et al. 2015; Leung et al.
2015), auch im Hinblick auf die Rolle der Mikroumgebung in der Tumorprogression

sinnvoll.

Auch durch die Behandlung mit 100 nM des Pan-PI3K-Inhibitors konnte die Invasivitat
der BKM120-resistenten Zelllinie 410.4 signifikant gesenkt werden (s. Abb. 3.14).
Demnach ist davon auszugehen, dass das hier erstmals beobachtete Ergebnis einzig
durch den Effekt des Inhibitors auf die BMDM hervorgerufen wurde. Dieses Resultat
deckt sich mit den Ergebnissen weiterfihrender Experimente der Arbeitsgruppe
(Blazquez et al. 2018). Wie zuvor beschrieben (vgl. 1.3) werden die Isoformen PI3Ky
und PI3K® vor allem in Zellen des Immunsystems einschlie3lich Makrophagen
exprimiert, wahrend in Karzinomzellen haufig Aberrationen vor allem der a-, aber auch
B-Untereinheiten nachgewiesen wurden (Thorpe et al. 2015). Um zu Uberprifen,
welche Auswirkungen die alleinige PI3K-Inhibition in den Makrophagen auf die
assistierte Tumorinvasion hat, ist demnach im Hinblick auf Untersuchungen mit
potenziell nicht-resistenten Karzinomzellen sicherlich die Anwendung eines Isoform-
spezifischen Inhibitors notwendig. Allerdings wurden die Mehrzahl der Versuche zur
Wirkung der PI3K-Inhibitoren in Makrophagen mittels der sogenannten Pan-Inhibitoren
durchgeftihrt. Die Ergebnisse einzelner Arbeitsgruppen lassen bisher vermuten, dass
der Einsatz von PI3Ky-spezifischen Inhibitoren als eine Art Ko-Therapeutikum einen
gunstigen Einfluss auf Verlauf und Prognose von Tumorerkrankung nehmen kann.
Anhand von soliden Tumorerkrankungen konnte mithilfe von PI3Ky-defizienten
Mausen bereits gezeigt werden, dass es durch den Knockout verglichen mit Wildtyp-
Tieren zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum sowie einer verminderten
Metastasenbildung kommt und mit einem verlangerten Gesamtiiberleben einhergeht
(Gonzéalez-Garcia et al. 2010; Kaneda et al. 2016). Auch durch die medikamentose

Blockade von PI3Ky mit Isoform-spezifischen Agenzien konnte bereits in vivo ein
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reduziertes Tumorwachstum durch Bremsung einer Inflammationsreaktion in den
myeloiden Zellen gezeigt werden (Schmid et al. 2011).

Letztlich kann keine abschlieiende Aussage dartber getroffen werden, ob die in
dieser Arbeit gezeigte Reduktion der progressionsfordernden Eigenschaften von
BMDM in der Makrophagen-induzierten Tumorinvasion von Brustkrebszellen
tatsachlich auf die Reedukation der Makrophagen zum antiinvasiven M1-Phanotyp
zuriickzufihren ist. Insgesamt scheinen die Substanzklassen jedoch einen
aussichtsreichen Einfluss auf den Verlauf der Tumorerkrankung durch ihre
Auswirkungen auf TAMs auszuiiben. Des Weiteren bleibt zu klaren, inwieweit sich
diese Ergebnisse aus einem murinen Modell auf den menschlichen Organismus
Ubertragen lassen. Frihere Untersuchungen zur Wirkung von Rapamycin an BMDM
fuhrten &hnlich wie bereits flir humane Makrophagen beschrieben zu einer M1-artigen
Immunantwort mit gesteigerter IL-12-Synthese und Herabregulierung von IL-10
(Schmitz et al. 2008). Allerdings zeigte sich im Gegensatz zu den menschlichen
Immunzellen eine verminderte Synthese von TNF-a und IL-6, was wiederum

ungeachtet der Taxonomie die Heterogenitat dieser Zellen unterstreicht.

4.4  Residente Makrophagenspezies als denkbares

Interventionsziel

Die Fragen, ob die bisher erzielten Ergebnisse der Inhibitoren anhand von TAMs auch
auf die ebenfalls heterogene Population der spezialisierten residenten Makrophagen
Ubertragbar sind und sich durch die medikamentése Hemmung der Signalkaskade die
Kolonisation von Tumorzellen in sekundaren Geweben beeinflussen oder gar

verhindern lasst, sind noch weitgehend unbeantwortet.

Das Risiko von Brustkrebspatientinnen trotz stadiengerechter Therapie Hirn-
metastasen zu entwickeln, liegt bei einer bei Diagnosestellung lokalisierten
Erkrankung bei etwa 2,5% und wird in fortgeschrittenen Tumorstadien mit bis zu 24%
angegeben (Lin et al. 2004; Rostami et al. 2016; Tayyeb und Parvin 2014). Fir die
Betroffenen geht dies mit einer sehr schlechten Prognose mit einem medianen
Uberleben von nur 4 bis 6 Monaten (Pestalozzi 2009) und einer 1-Jahres-
Uberlebensrate von lediglich 20% (Gil-Gil et al. 2014) einher. Die Behandlung von
intrakraniellen Metastasen bleibt trotz des Anstiegs ihrer Inzidenz (Eichler et al. 2011)

schwierig, weil bisher wenig Uber die genauen Prozesse in diesem einzigartigen
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Kolonisationsorgan bekannt ist und nicht alle prinzipiell geeigneten Pharmaka die Blut-
Hirn-Schranke in ausreichender Konzentration tUberwinden kdnnen. Erstaunlicher-
weise korreliert der PI3K-Status in Hirnmetastasen, in denen haufiger eine Aktivierung
des Signalwegs als in extrakraniellen Metastasen nachgewiesen werden konnte (Chen
et al. 2014), nicht mit dem Aktivitatsstatus des zugehérigen Primarius, wie bereits fur

Brustkrebspatientinnen gezeigt wurde (Brastianos et al. 2015).

Aufgrund ihrer Schltisselrolle im Zusammenhang mit diversen neuroinflammatorischen
und —degenerativen Erkrankungen sowie primaren Hirntumoren stehen die residenten
Makrophagen des ZNS, die Mikroglia, bereits seit L&ngerem im Fokus
wissenschaftlicher Untersuchungen. Auch innerhalb dieser Makrophagenspezies
lassen sich proinflammatorische M1-artige von neuroprotektiven M2-Funktions-
zustanden unterschieden werden (Franco und Fernandez-Suéarez 2015; Orihuela et al.
2016). Allerdings deuten neuere Erkenntnisse auch darauf hin, dass Tumor-assoziierte
Mikroglia nicht eindeutig einem einzelnen Subtyp in der klassischen dichotomen
Nomenklatur zugeordnet werden kann, sondern vielmehr einen Misch- bzw. einen
eigenen Phanotyp darstellt. Dies aul3ert sich unter anderem in der gleichzeitigen
Expression von fur beide Phanotypen typischen Markern (Lisi et al. 2014b; Szulzewsky
et al. 2015; Umemura et al. 2008) sowie der Ausbildung einer einzigartigen

Morphologie in Ko-Kultur mit Tumorzellen (Pukrop et al. 2010).

Bisher ist noch wenig dariber bekannt, welche intrazellularen Prozesse an der
Auspragung dieser Zustandsform beteiligt sind und ob es potenzielle medikamentdse
Ansatzpunkte gibt. Hinweise verdichten sich jedoch, dass Mitglieder des
PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs Schlisselrollen in der Regulierung einer Neuro-
inflammation und Modulation glialer Funktionen einnehmen (Dello Russo et al. 2013).
So wurde eine Aktivierung der Kaskade bereits mit einer Polarisierung der Mikroglia
nach proinflammatorischen Stimuli zum neuroprotektiven M2-Phé&notyp in Verbindung
gebracht (Wang et al. 2015). Da sowohl RADOO1 als auch BKM120 eine gute Blut-
Hirn-Schranken-Gangigkeit aufweisen (Maira et al. 2012a; Nanni et al. 2012; O'Reilly

et al. 2010), ergab sich hierbei ein nachster interessanter Untersuchungsansatz.

Die Toxizitatsversuche im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass murine Mikrogliazellen
deutlich weniger sensibel verglichen mit den anderen Makrophagenspezies durch die
Behandlungen mit den Inhibitoren beeinflusst wurden. Fir RADOO1 konnte belegt

werden, dass die Viabilitat der Zellen ab einer Konzentration von 1 nM dosisabhangig
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signifikant gesenkt wird und sie somit deutlich unempfindlicher auf die Behandlung
reagieren als mehrere der getesteten Mammakarzinomzelllinien (s. Abb. 3.3). In einer
weiteren Arbeit lie3en sich allerdings sowohl Stoffwechsel als auch Proliferation von
muriner Mikroglia in einem vergleichbaren Studienansatz bereits erheblich
eingeschréankt (Dello Russo et al. 2009). Trotz des vielversprechenden Makrophagen-
polarisierenden Potentials dieser Substanzklasse durch eine zentrale Rolle von mTOR
in der Regulation von Mikrogliafunktionen und der bekannten antitumordsen
Wirksamkeit gegentber bestimmten Krebserkrankungen sind kaum weitere eindeutige
Ergebnisse zur Wirkung von mTOR-Inhibitoren in residenten Makrophagenspezies
verfluigbar. So konnten einerseits antitumordse Effekte der mit Rapamycin behandelten
Mikroglia auf Glioblastoma multiforme-Zellen durch ein M1-artiges Expressionsprofil
(Lisi et al. 2014a), aber auch eine durch eine mTORC1-Hemmung vermittelte
verminderte M1-Polaritat der Mikroglia nachgewiesen werden (Li et al. 2016; Xie et al.
2014a).

Durch die Anwendung von BKM120 wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
Einschrankung der Viabilitdt erst im hdochsten Konzentrationsbereich beobachtet (s.
Abb. 3.10), was darauf hindeuten konnte, dass diese Zellfunktion tber andere
Signalwege gesteuert wird. Weitere Toxizitditsmessungen der Arbeitsgruppe konnten
diese Beobachtung allerdings nicht bestatigen und erbrachten einen Effekt bereits in
vergleichsweise geringen Dosisbereichen (Blazquez et al. 2018). Anzumerken ist
hierbei, dass unterschiedliche Assays flir den Viabilitatsnachweis verwendet wurden.
Ferner konnte die Arbeitsgruppe in weiterfiihrenden Untersuchungen PI3K als eine Art
Hauptregulator in der Mikroglia-assistierten Tumorinvasion in das Gehirn ausmachen,
was sich durch die Behandlung mit BKM120 erfolgreich blockieren lasst, sodass das
Medikament nicht nur in der Behandlung der Metastase an sich, sondern auch einer
Reorientierung des Tumormikroenvironments hin zu einer Tumorregredienz
vielversprechend ist (Blazquez et al. 2018). Die Frage, ob eine friihzeitige, d. h. vor
der Detektion von Fernmetastasen, Gabe des Medikaments im Sinne einer Primar-
prophylaxe sinnvoll ist, bleibt offen. Besonders im Hinblick auf das Modell der
parallelen Tumorprogression, d. h. das Vorhandensein von noch nicht nachweisbaren
metastatischen Herden zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der Krebserkrankung, wirde
eine klinische Erprobung der Substanzen auch in lokalisierten Tumorstadien sinnvoll

erscheinen lassen.
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Die Prognose von Betroffenen lokal fortgeschrittener oder metastasierter
Krebserkrankungen ist aufgrund von fehlenden effektiven Behandlungsmdglichkeiten
oft drastisch reduziert und die verbleibende Lebenszeit meist deutlich begrenzt
(Kimbung et al. 2015; Weigelt et al. 2005). Aus diesem Grund ist das bessere
Verstandnis der einzelnen an der Tumorprogression beteiligten Vorgange von
elementarer Bedeutung. Es ist gesichert, dass sowohl Tumor-assoziierte (TAM) als
auch sessile Makrophagen an verschiedenen Punkten der Metastasierungskaskade
proinvasive Prozesse der Tumorzellen unterstiitzen (Balkwill und Mantovani 2001,
Pollard 2004; Pukrop et al. 2010). Uber welche genauen Mechanismen diese
Vorgange gesteuert werden und ob sie sich durch eine gezielte pharmakologische

Intervention blockieren lassen, ist bislang nur wenig bekannt.

Viele Tumorentitdten zeichnen sich durch eine Aberration von Mitgliedern des
PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs aus (Workman und Clarke 2012), weshalb sich derzeit
eine Fulle an verschiedenen Inhibitorsubstanzen, darunter auch der mTOR-Inhibitor
RADOO1 (Everolimus) und der PI3K-Inhibitor BKM120 (Buparlisib), in Entwicklung,
klinischer Erprobung und bereits zugelassener Anwendung befinden (Martini et al.
2013; Wander et al. 2011). In dieser Arbeit wurde eine umfangreiche Charakterisierung
von den verschiedenen Subtypen reprasentierenden Mammakarzinomzelllinien
vorgenommen, in der sich koh&rent mit bisher veroffentlichen Arbeiten ein sehr
heterogenes Ansprechen auf die Behandlung mit den Inhibitoren zeigte. Besonders
fur die Hormonrezeptor-positiven und HER2/neu-Uberexprimierenden Zellen konnte

hier ein benefitares Ergebnis erzielt werden.

Eine Aktivierung der PI3K/Akt/mTOR-Signalkaskade ist mit der Ausbildung eines
proinvasiven M2-Phanotyps von im Mikromilieu befindlichen TAM assoziiert
(Weichhart und Saemann 2008; Xie et al. 2014b). Dass durch die Hemmung von
Mitgliedern des Signalwegs uber eine potenzielle Reedukation von TAM auch Potential
fur eine Tumorregression besteht und sich dadurch eine bedeutende therapeutische
Option ergibt, ist allerdings noch weitgehend unerkannt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen einen direkten Einfluss der Inhibitoren auf TAM in mit den Tumorzellen

vergleichbaren Konzentrationsbereichen. In bisher veroffentlichen in vivo-Studien ging
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die medikamentdse Blockierung des Signalwegs mit der Induktion des M1-Profils in
den TAM einher (Chen et al. 2012; Mercalli et al. 2013; Polumuri et al. 2007). In dieser
Arbeit konnte schlie3lich erstmals gezeigt werden, dass sich die Makrophagen-
assistierte Invasion von hochmalignen murinen Brustkrebszellen durch die

Behandlung mit den Inhibitoren reduzieren lasst.

Nur sehr wenige Arbeitsgruppen beschéaftigen sich mit den tumorprogressions-
férdernden Eigenschaften sessiler Makrophagenspezies. Einzelne Hinweise deuten
aktuell stark darauf hin, dass bedeutende Funktionen in Mikroglia Uber den Signalweg
gesteuert werden. Auch auf diese Zellen fand sich in ersten Ergebnissen ein direkter
Einfluss durch die Inhibitoren. In weiterfihrenden Versuchen konnte die Arbeitsgruppe
PI3K letztlich als einen Hauptregulator der Mikroglia-assistierten Kolonisation
ausfindig machen und durch die medikamenttse Blockade eine Reduktion dieser
Metastasen-unterstutzenden Funktion beobachten (Blazquez et al. 2018).

Zusammenfassend kann hiermit postuliert werden, dass sich durch die Hemmung des
PISK/Akt/mTOR-Signalwegs nicht nur ein direkter Einfluss auf Tumorzellen, sondern
auch ein indirekter Uber die Beeinflussung des Mikromilieus von Primarius und
Metastasenorgan findet und sich somit ein groRes Potential dieser Inhibitoren in der

antimetastatischen Therapie ergibt.
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