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1 Einleitung
1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Mit etwa 3% aller malignen Tumoren ist das Harnblasenkarzinom der haufigste Tumor der
ableitenden Harnwege und damit bei Mannern an dritter und bei Frauen an fiinfter Stelle der
haufigsten malignen Tumorerkrankungen (Robert-Koch-Institut, 2010). In Deutschland erkranken
jahrlich ca. 25.000 Menschen neu an Harnblasenkrebs. Dabei entwickelt eine von 62 Frauen und
einer von 23 Mannern im Laufe ihres Lebens ein Harnblasenkarzinom, wobei das mittlere
Erkrankungsalter bei 74 bzw. 72 Jahren liegt. Manner erkranken 2,5 mal so haufig wie Frauen.

Eine Erkrankung vor dem 45 Lebensjahr ist selten. Wahrend die Inzidenz fiir Manner im Alter
zwischen 45-50 Jahren 3 Erkrankungen/100.000 Einwohner betragt, liegt sie bei der Gruppe der tUber
80 Jahrigen bei mehr als 200 Erkrankungen/100.000 Einwohner (Otto T, 2004). Durch die
demographische Entwicklung hat die Inzidenz des Blasenkarzinoms seit 60 Jahren stetig
zugenommen. (Robert-Koch-Institut, 2010).

1.1.2 Atiologie

Als Ursache fiir die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms wird eine multifaktorielle Genese
angenommen, bei der sowohl die genetischen Zusammenhange eine wichtige Rolle spielen als auch
Karzinogene aus der Umwelt und Arbeitswelt als Verursacher nachgewiesen werden konnten.

Genetik

Als genetische Ursache wurden verschiedene Alterationen bei Harnblasenkarzinomen identifiziert,
wobei ein Zusammenspiel dieser fiir die Ausbildung von Blasenkarzinomen nétig scheint. Am
haufigsten wurden solche Alterationen in dem p53- Tumorsuppressorgen, dem Retinoblastomgen
(Hartmann A, 1999), dem Rat Sarcoma Proto Oncogen (RAS), dem PTEN Gen sowie Mutationen des
Fibroblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR3) nachgewiesen (Wu, 2009). Alterationen im p53-, RB-
und PTEN Gen sind dabei hauptsachlich mit invasiven Blasenkarzinomen assoziiert, wahrend
Mutationen im FGFR3 und H-RAS Gen bei der Ausbildung von oberflachlichen Blasenkarzinomen von
Bedeutung sind.

In den derzeit glltigen Modellen wird die Initiation und Progression der Harnblasenkarzinome Uber
zwei verschiedene Wege beschrieben (Wu, 2009). Im ersten Weg, der 70-80% der Harnblasen-
karzinome ausmacht, entwickelt sich lber eine Urothelhyperplasie ein gut differenziertes, nicht
invasives papilldres Harnblasenkarzinom (Abb. 1). Dabei konnten Mutationen im Gen des FGFR 3
(70%), im HRAS Gen (30-40%) und Deletionen im Chromosom 9 nachgewiesen werden (Dinney CP,
2004; Cappellen D D. 0., 1999). Bei Progressen zu invasiven Karzinomen wurden Deletionen in den
kurzen Armen von Chromosom 8 und 11 und in den langen Armen von Chromosom 13 und 14
beobachtet (Wu, 2009). Bei der Ausbildung von Karzinomen tber diesen Weg scheint die Aktivierung
von intrazelluldren Signalwegen wie dem Mitogen- Activated Protein Kinase (MAPK) und
Phosphoinositol 3-Kinase /mammalian Target of Rapamycin (PI3K/mTOR) Signalweg durch das
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Schliisselprotein RAS eine wichtige Rolle zu spielen (Zhang ZT, 2001). Die Bedeutung der
Signaltransduktion tGber RAS bei der Tumorinitiation konnte bereits im Mauseversuch belegt werden
(Abb. 2). Bei Mausen, deren Urothel dauerhaft HRAS exprimierte, wurde bei allen Tieren die rasche
Ausbildung einer Urothelhyperplasie beobachtet (Zhang ZT, 2001). 60% entwickelten nach langerer
Beobachtungszeit ein gut differenziertes oberflachliches Karzinom. Die RAS- Aktivierung fihrte zu
einer Aktivierung des MAPK Signalweges. Bei Uberexprimierten HRAS konnte zusatzlich eine
Aktivierung des PI3K/mTOR Signalweges und eine friihzeitige Ausbildung von gut differenzierten
papilldren Karzinomen beobachtet werden (Mo L Z. X., 2007).

Hyperplasia Low-grade non-invasive
HRAS | papillary tumor
70-80% FGFR3 |
| 70%1
9p/9q~
Normal Recurrence
Urothelium TR
9p7/9q” 15% B2
A 8p-, 11p7, 13q7, 144"
53
20-30% ‘:‘B _
—_— Invasive tumor > Metastasis
CIS/ dysplasia (high grade) 50%
N-cad, E-cad
MMPs, VEGF
TSP1, COX2

Abbildung 1: Die Entstehung und Progression des Blasenkarzinoms liber zwei verschieden Wege. Die Ausbildung von gut
differenzierten papilliren Karzinomen war mit Deletionen in Chromosom 9 und Mutationen im HRAS- und FGFR3- Gen
assoziiert. Bei der Entwicklung von invasiven Karzinomen kdnnen ebenfalls frithzeitig Deletionen im Chromosom 9
nachgewiesen werden sowie Mutationen in den Genen der Tumorsuppressoren p53 und RB (modifiziert nach Wu, 2009).

Uber den zweiten Weg entstehen ca. 20-30% der Harnblasenkarzinome (Wu, 2009). Diese schlecht
differenzierten invasiven Karzinome entwickeln sich aus schwerwiegenden Dysplasien, carcinoma in
situ oder de novo. Mehr als die Halfte dieser Tumore weisen strukturelle und funktionelle
Veranderungen der Tumorsuppressoren p53 und RB auf (Abb. 1). Des Weiteren bilden mehr als 50%
dieser Tumore unter Therapie Metastasen aus. Metastasierung wurde im Harnblasenkarzinom mit
der Aktivierung verschiedenster Faktoren wie N- und H- Cadherine, Matrix Metalloproteasen, VEGF,
Thrombospondin 1 und der Cyclooxygenase 2 in Verbindung gebracht (Wu, 2009). Deletionen in
beiden Armen des Chromosom 9 gehoren bei der Ausbildung von Blasenkarzinomen zu den friih
auftretenden Verdnderungen beider Wege.

Auch wenn Mutationen im p53- und RB- Gen bei invasiven Blasenkarzinomen haufig nachgewiesen
wurden und mit einer schlechten Prognose und kurzen Uberlebenszeit assoziiert waren (Cote RJ,
1998; Grossman HB, 1998; Cordon-Cardo C, 1997), scheinen diese Mutationen nicht fir die
Ausbildung von invasiven Karzinomen auszureichen. He et al. untersuchten die Auswirkungen eines
Knockouts von p53 oder pRB sowie eines kombinierten Knockouts von p53 und pRB auf das Urothel
von Mausen und die Ausbildung von invasiven Harnblasenkarzinomen (He F, 2009). Nach
Langzeitbeobachtung konnte bei weniger als 5% der Doppel Knockout Mause die Ausbildung einer
Hyperplasie des Urothels und von vereinzelten oberflachlichen gut differenzierten Karzinomen
beobachtet werden. Die Ausbildung von invasiven Karzinomen konnte nicht nachgewiesen werden.
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Erst nach 10 wochiger Behandlung mit der karzinogenen Substanz BBN entwickelten 50% der Doppel-
Knockout Madause invasive Blasenkarzinome. Durch das alleinige Ausschalten einer der beiden
Tumorsuppressoren konnte kein invasives Wachstum im Mausmodell induziert werden. Hier zeigte
sich, dass ein kombinierter Defekt im p53- und RB- Gen notwendig, aber keinesfalls ausreichend fir
die Ausbildung eines invasiven Blasenkarzinoms ist (He F, 2009). So werden bei Funktionsverlust
beider Gene andere Proteine der Retinoblastomgenfamilie wie p107 hochreguliert. Erst durch BBN
Gabe und Ausschaltung von p107 konnte invasives Wachstum induziert werden.

FGFR3 —_— Ras- GTP —_— VEGF —_—

Einfluss auf
mesenchymale
Zellen

PI3K

PI3K AKT

Normales Einfache
Urothel Hyperplasie

Papillare

Low-grade-
Hyperplasie

nichtinvasiver
Tumor

l(—

l. v

Ruhezustand -3 | Proliferation | == | Uberleben und Angiogenese

Niedriges Niveau der RAS- Aktivierung —_— Hohes Niveau der RAS- Aktivierung

Abbildung 2: RAS Aktivierung fiihrte zur Aktivierung des MAPK Signalweges sowie zur Ausbildung einer epithelialen
Hyperplasie ohne Anzeichen von Malignitit. Bei doppelter RAS Aktivitdt konnte eine Aktivierung des PI3K/mTOR
Signalweges sowie die Ausbildung von nicht invasiven gut differenzierten Blasenkarzinomen beobachtet werden
(modifiziert nach Kniichel- Clarke R, 2010).

Ein weiterer Tumorsuppressor, der bei der Ausbildung von invasiven Blasenkarzinomen eine wichtige
Rolle spielt ist PTEN. Mutationen im PTEN Gen konnten bei invasiven Blasentumoren je nach
Tumorausdehnung in 24-58% der Fdlle nachgewiesen werden, wahrend sie in oberflachlichen
Tumoren nur selten zu finden waren (Aveyard JS, 1999; Cappellen D D. G., 1997; Kagan J, 1998;
Tsuruta H, 2006). Dabei konnte bei invasiven Karzinomen mit PTEN Mutation haufig auch eine p53
und RB Mutation nachgewiesen werden. Diese Patienten fielen durch eine besonders schlechte
Prognose auf (Puzio-Kuter AM, 2009). Im Mausmodell konnten durch PTEN/p53 Knockout diese
Beobachtungen bestatigt werden, wobei es zur Ausbildung von invasiven, hochmalignen und schnell
metastasierenden Blasenkarzinomen kam (Puzio-Kuter AM, 2009). Auf weitere Mutationen des



PI3K/mTOR Signalweges und deren Bedeutung im Blasenkarzinom wird im Detail in Kapitel 1.2 und
1.3 eingegangen.

Exogene Faktoren

Bereits im Jahre 1895 konnte der Frankfurter Chirurg Dr. Rehn einen Zusammenhang zwischen der
Entstehung von Harnblasenkarzinomen und der Berufstatigkeit in den Hochster Farbwerken zeigen.
Spater konnte geklart werden, dass dies durch die Exposition mit Anilin-Farbstoffen bedingt war
(Rehn, 1895). In den 30er bis 60er Jahren konnten kanzerogene Risikostoffe identifiziert werden
wobei Biogene Amine dabei eine besondere Gefahr darstellen (Hueper WC, 1938). Zu den
gesicherten Karzinogenen gehoéren 2-Naphthylamin, Benzidin, 4-Aminobiphenyl, Chlornaphazin,
Dichlorbenzidin, Orthodianiosidin, Phenacetin, Cyclophosphamid, Auramin und polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe. Dabei konnte eine Korrelation zwischen Intensitdt und Dauer der
Exposition und dem Erkrankungsrisiko gezeigt werden (Case RAM, 1954). Durch ein langes
Zeitintervall (10-40 Jahre) zwischen der Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms und der Exposition
mit den kanzerogenen Noxen, wird die Identifikation der auslésenden Substanzen erschwert. Diese
Erkenntnisse flihrten dazu, dass in der deutschen Gesetzgebung (7. Sozialgesetzbuch SGB VII,§9
Abs.1, Nr. 1301 der Anlage zur Berufskrankheitenverordnung) ,Schleimhautverdnderungen, Krebs
oder andere Neubildungen der Schleimhaut und der Harnwege” als Berufskrankheit anerkannt
wurden. Rund 25% aller Harnblasenkarzinome sind dabei nach Schatzungen auf berufsbedingte
Einflisse zurtickzufuhren (Johansson SL, 1997). Zu den gefdhrdeten Berufen zdhlen unter anderem
Maler, Lackierer, Zahntechniker und Friseure um nur einige zu nennen (Leppert JT, 2006).

Das Risiko von Rauchern ein Blasenkarzinom zu entwickeln ist viermal hoéher als das von
Nichtrauchern (Brennan P, 2000). Ungefdhr die Halfte der Blasenkarzinome bei Mannern und ein
Drittel der Blasenkarzinome bei Frauen sind auf das Rauchen zuriickzufiihren (Kéalble, 2001). Dabei
sind die Anzahl der gerauchten Zigaretten und ein friihes Einstiegsalter die wichtigsten Risikofaktoren.
Im Zigarettenrauch konnte das Molekil 2-Naphthylamin als verursachende Substanz identifiziert
werden (Hoffmann D, 1969). Nach Beendigung des Konsums sinkt das Erkrankungsrisiko ab, erreicht
aber selbst nach 30 Jahriger Abstinenz nicht wieder das eines Nichtrauchers (Marcus PM, 2000).

Cyclophosphamid ist das einzige noch zugelassene Medikament, fiir welches ein erhdhtes Risiko fiir
die Entwicklung eines Harnblasenkarzinoms nachgewiesen wurde, wobei diese Patienten gehauft
Karzinome mit schlechter Prognose entwickelten (Baker GL, 1987). Seit Einfihrung der Mesna
Prophylaxe ist die Behandlung mit Cyclophosphamid als Risikofaktor jedoch zu vernachlassigen.

Bei Patienten mit chronischen Harnwegsinfekten konnte ebenfalls eine erhdhte Inzidenz fur
Harnblasenkarzinome beobachtet werden. Besonders deutlich wurde dies bei gleichzeitiger
Langzeitkatheterisierung oder Vorliegen von Harnsteinen (Wynder EL, 1977). Ursachlich wird die
vermehrte Bildung von Nitrosaminen diskutiert, die als Produkt entziindlicher Reaktionen anfallen.
Eine dhnliche Genese wurde bei der in Afrika und Teilen Asiens endemisch vorkommenden
Bilharziose angenommen. Bei chronischer Infektion kam es gehauft zur Ausbildung von
Plattenepithelkarzinomen (Hicks RM, 1977 ). In Agypten werden laut Schitzungen ca. 15% aller
Blasenkarzinome durch Bilharziose verursacht (Bedwani R, 1998).



1.1.3 Histopathologische Klassifikation

Uber 90% aller Harnblasenkarzinome gehen vom Urothel aus, etwa 7% sind Plattenepithelkarzinome
und in 1-2% der Falle liegt ein Adenokarzinom vor (Raghavan D, 1995; Anderstrom C, 1983; Johnson
DE, 1976). Weniger als 1% entstehen sekundar durch Infiltration von anderen Malignomen oder
durch Metastasierung. Weitere seltene Ursachen konnen andere maligne (Leiomyosarkom,
Fibrosarkom, Rhabdomyosarkom) oder benigne Tumore (Fibrom, Myxom, Leiomyom, Hamangiom,
Neurofibrom, Neurinom, Phdochromozytom) sein. Das Carcinoma in situ stellt eine Sonderform des
Harnblasenkarzinoms dar (Ribben H, 1998).

1.1.4 Prognose

Die Prognose des Harnblasenkarzinoms hangt im wesentlichen von der Infiltrationstiefe und dem
Differenzierungsgrad des Tumors ab, wobei zwischen diesen beiden Faktoren ein enger
Zusammenhang besteht (Riilbben H, 1998). So sind nichtinvasive Blasenkarzinome in mehr als 60%
der Falle hochdifferenziert, wahrend Invasive in der Regel maRig bis schlecht differenziert sind.

Ungefdahr 70% der Harnblasenkarzinompatienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein
oberflachliches Tumorstadium auf. Ein hohes Rezidivrisiko von 50-70% ist fir dieses Tumorstadium
charakteristisch (Riibben H, 1998). In 10-30% der Falle kommt es zu einer Progression und somit zu
einem muskelinvasiven Harnblasenkarzinom mit deutlich verschlechterter Prognose.

Tumorstadium 5 Jahres Uberlebensrate

(%)
pTa 80-95*

pT1 53-81*
pT2 63**
pT3b 3%
pT4 21**
N1 0-30
N2/3 0
M1 0

Abbildung 3: 5-Jahres Uberlebensrate in Korrelation zur Tumorausdehnung. modifiziert nach: (Oosterlinck W, 2002)

* TUR-B
** Zystektomie

20-30% der Harnblasenkarzinome wachsen bei Erstdiagnose invasiv und zeigen somit eine Infiltration
der Muskelschicht (Ribben H, 1998). Etwa die Hélfte der Patienten haben zu diesem Zeitpunkt
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bereits Metastasen in regiondren Lymphknoten oder Fernmetastasen gebildet. Unbehandelt
verstarben 85% der Patienten mit invasivem Blasenkarzinom innerhalb der folgenden 2 Jahre nach
Diagnosestellung (Jemal A, 2008). Sofern zum Zeitpunkt der Diagnosestellung keine
Lymphknotenmetastasen vorlagen, blieben 50-68% der Patienten mit invasiven Karzinomen unter
radikaler chirurgischer Intervention 10 Jahre progressionsfrei (Stein JP, 2001). Patienten mit
Metastasen wiesen dagegen mit einer medianen Uberlebenszeiten von 14 Monaten eine deutlich
schlechtere Prognose auf (Vom Dorp F, 2008).

1.1.5 Therapie

Therapie des nicht invasiven Harnblasenkarzinoms

Als Behandlungsziel wird ein Tumorfreies Uberleben, méglichst unter Erhalt der Harnblase
angestrebt.

Initial wird zur Tumorentfernung und Diagnosestellung eine transurethrale Resektion durchgefihrt.
Zur Senkung des Rezidivrisikos wird derzeit bei Rezidiven eines G1 Tumors, sowie bei primaren
Tumoren des Differenzierungsgrades >G2 eine adjuvante Installationstherapie mit Zytostatika
(Mitomycin C, Doxorubicin) oder dem Immunmodulator BCG durchgefiihrt. Bei sogenannten High
Risk Tumoren (pT1/G3 und pTis), die ein hohes Risiko zur Metastasierung und Progression aufweisen,
ist eine radikale Zystektomie anzustreben (Bichler KH, 2000).

Therapie des muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms

Bei Patienten mit invasivem Harnblasenkarzinom ist, soweit es der Allgemeinzustand des Patienten
zulasst, die radikale Zystektomie das Therapieverfahren der Wahl (Deutsche-Krebsgesellschaft, 2004).
In Ausnahmefillen kann als Alternative eine TUR mit anschlieBender Strahlentherapie oder
kombinierter Radio- oder Chemotherapie durchgefiihrt werden.

Zusatzlich zur Zystektomie werden systemisch Chemotherapeutika eingesetzt, mit dem Ziel die
unglinstige Prognose des Blasenkarzinoms glinstig zu beeinflussen. Das neoadjuvante
Therapiekonzept dient dabei der praoperativen Tumorreduktion sowie der Kontrolle okkulter
Metastasen, die ca. die Halfte der Patienten mit invasivem Blasenkarzinom bei Diagnosestellung
bereits gebildet haben (Soloway MS, 1981; Wallace DM, 1991). Die adjuvante Chemotherapie soll
dagegen die in kurativer Absicht erfolgte Operation absichern.

Die Medical Research Council leitete diesbeziiglich 2 Metaanalysen, die den Nutzen von
neoadjuvanten und adjuvanten Cisplatin basierten Polychemotherapiekonzepten anhand von
mehreren randomisierten Studien untersuchten. Die Analyse des neoadjuvanten Chemotherapie-
konzeptes ergab nur grenzwertige Unterschiede beziiglich eines Uberlebensvorteils der
Chemotherapiegruppe, was dazu fiihrte dass keine Empfehlung zur routinemaRigen Anwendung
ausgesprochen wurde (Collaboration. A. B.-a., 2003). Besser fiel die Analyse der Studien zur
adjuvanten Chemotherapie aus, bei der ein absoluter Uberlebensvorteil der Chemotherapiegruppe
von 11% nachgewiesen wurde (Collaboration. A. B.-a., 2005). Aufgrund zu kleiner Patientenkollektive
und weiterer Fehler im Studiendesign konnte auch hier keine Empfehlung zur breiten Anwendung
ausgesprochen werden. Somit bleibt der Stellenwert neoadjuvanter und adjuvanter

Chemotherapeutika in der Therapie des invasiven Harnblasenkarzinoms weiterhin umstritten.
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Therapie des metastasierten Harnblasenkarzinoms

Neben der radikalen Zystektomie ist die systemische Chemotherapie das Verfahren der Wahl fir
Patienten mit metastasiertem Harnblasenkarzinom (Deutsche-Krebsgesellschaft, 2004). Zahlreiche
Substanzen sind bereits in verschiedenen Kombinationen getestet worden, wobei sich die
Polychemotherapie der Monotherapie Uberlegen darstellte. Die Prognose fillt dabei mit
Langzeitliberlebensraten von weniger als 10% schlecht aus.

Das MVAC- Schema, eine Kombination aus Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin und Cisplatin, wurde
Ende der 80er Jahre als wichtigstes Polychemotherapieschema beim metastasierten
Harnblasenkarzinom etabliert. Die vielversprechenden Daten lieferten Sternberg et al. die in ihrer
Studie mit 121 Patienten bei 72% einen stabilen Krankheitsverlauf und bei 36% eine komplette
Remission beobachteten (Sternberg CN, 1989). Die mittlere Uberlebenszeit betrug 38 Monate wobei
68% der Patienten mit kompletter Remission im weiteren Verlauf ein Rezidiv entwickelten. Obwohl
in Folgestudien diese Ergebnisse nicht vollstandig bestatigt werden konnten (Loehrer PJ Sr, 1992; Von
der Maase H, 2000), lieferte das MVAC Schema im Vergleich zu den anderen Kombinationen doch die
besten Ergebnisse und galt Uber ein Jahrzehnt als der Goldstandard in der Chemotherapie des
Harnblasenkarzinoms. Im Jahre 2005 verdffentlichten von der Maase et al. die bislang
einflussreichste Phase 3 Studie zur Chemotherapie des metastasierten Blasenkarzinoms (von der
Maase H, 2005). Dabei wurde eine Kombination aus Cisplatin und Gemcitabine mit dem MVAC
Schema verglichen. Auch wenn, entgegen der Zielsetzung, kein Uberlebensvorteil der Cisplatin/
Gemcitabine Gruppe gezeigt werden konnte, so fiihrte diese Studie vor allem aufgrund der niedrigen
Nebenwirkungsrate bei vergleichbaren Uberlebenszeiten zu einer allgemeinen Akzeptanz und
Anwendung dieser Kombinationstherapie. Zwar konnten durch die Anwendung von anderen
Dosisintensivierten Chemotherapieschemata in verschiedenen Studien marginale Lebenszeit-
verlangerungen erreicht werden (Milowsky MI, 2009; Bellmunt J A. S., 2009), diese konnte jedoch
nicht die hohen Toxizitatsraten kompensieren. Auch Alternativschemata wie Gemcitabin/Carboplatin
oder Methotrexat/ Carboplatin/Vinblastin konnten die Uberlebenszeiten der Gemcitabin/Cisplatin
Kombination nicht erreichen (De Santis M, 2009). In einer kirzlich veroffentlichten Phase 3 Studie
mit Patienten mit Harnblasenkarzinomen wurde die Wirksamkeit von Paclitaxel/Cisplatin/
Gemcitabine mit dem etablierten Schema Cisplatin/Gemcitabine verglichen. Dabei zeigte die
Kombination mit Paclitaxel eine bessere Ansprechrate (55%/43,6%) und eine langere Uberlebenszeit
der Patienten (15,8 Monate/ 12,7 Monate) (Bellmunt J v. d.-A., 2012). In wie weit diese Daten belegt
werden kdnnen muss weiter untersucht werden.

Somit konnte trotz stiandiger Weiterentwicklung der Chemotherapeutika und der Therapieregime in
den letzten 20 Jahren keine wesentlichen Verbesserungen beziiglich der Prognose von Patienten mit
metastasierten Blasenkarzinomen erreicht werden. Hoffnungen werden in neue Substanzgruppen,
sogenannte targetspezifische Therapien gesetzt, die gezielt auf die biologischen und zytologischen
Eigenschaften des Tumors gerichtet sind. In den ersten klinischen Studien wurde bereits die Wirkung
von Endothelian Growth Factor Rezeptor- (EGFR) und Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-
(VEGFR) Inhibitoren bei Patienten mit metastasierten Harnblasenkarzinomen untersucht.

In der ersten Studie, die allerdings nur 6 Patienten einschloss, wurde wochentlich der EGFR Hemmer
Trastuzumab (F. Hoffmann-La Roche AG) verabreicht (Peyromaurea M, 2005). Dabei erhielten 4
Patienten eine Kombination aus Trastuzumab, Paclitaxel und Carboplatin, ein Patient eine
Kombination aus Trastuzumab und Paclitaxel und ein Patient ausschlieRlich Trastuzumab. Bei allen
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Patienten konnte voriibergehend eine Regression der Metastasen beobachtet werden. Generell
wurde die Therapie gut vertragen. Bei einem Patienten musste aufgrund einer ausgepragten
Neutropenie die Therapie abgebrochen werden. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 15 Monate.

In einer weiteren Phase 2 Studie wurde die Wirkung und Vertraglichkeit einer Kombination aus
Trastuzumab, Paclitaxel, Carboplatin und Gemcitabine bei 44 Patienten mit Her2/neu positiven
metastasierten Blasenkarzinomen untersucht (Hussain MH, 2007). Dabei zeigten 5 Patienten eine
komplette, 26 Patienten eine partielle Remission. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 14 Monate, das
mittlere progressionsfreie Intervall 9,3 Monate. Die am haufigsten beobachtete Nebenwirkung war
dabei eine Knochenmarkssuppression.

Lapatinib (GlaxoSmithKline plc.) ist ein weiterer EGFR Inhibitor, der bereits als first line Therapie bei
Her-2 posititven Mammatumoren etabliert wurde (Cameron, 2007). In einer Phase 2 Studie wurde
die Wirksamkeit von Lapatinib an 59 Patienten mit invasiven oder metastasierten Blasenkarzinomen
untersucht, die unter Platin basierter first-line Therapie einen Progress zeigten (Wulfing C, 2009). Bei
18 Patienten konnte ein stabiles Krankheitsbild beobachtet werden. Ein Ansprechen auf die Therapie
wurde nur bei 1,7% der Patienten nachgewiesen. Das mittlere progressionsfreie Intervall betrug 8,6
Wochen, die mittlere Uberlebenszeit 17,9 Wochen. Patienten deren Tumore eine erhéhte Expression
an EGFR aufwiesen, zeigten ein signifikant besseres Ansprechen auf die Therapie und verlangerter
Uberlebenszeiten.

Die Angiogenese des Tumors konnte bei Patienten mit invasiven Blasenkarzinomen als unabhangiger
prognostischer Faktor identifiziert werden (Bochner BH, 1995). Substanzen, welche die Angiogenese
hemmen wie z.B. VEGFR Inhibitoren kénnten somit eine vielversprechende Alternative in der
Therapie des Blasenkarzinoms darstellen. In der bisher neuesten Phase 2 Studie wurden 43 Patienten
mit metastasierten Blasenkarzinomen mit Cisplatin, Gemcitabine und Bevacizumab als first- line
Chemotherapie behandelt (Hahn NM, 2011). Dabei zeigten 19% der Patienten eine komplette
Remission, 53% eine partielle. Obwohl das mittlere progressionsfreie Intervall vergleichbare
Ergebnisse zu Studien mit etablierten Chemotherapieschemata zeigte, konnte mit einer mittleren
Uberlebenszeit von 19.1 Monaten ein signifikant besseres Ergebnis erzielt werden. Allerdings traten
3 Todesfalle auf, die auf Nebenwirkungen zurlckzufiihren waren und 21% der Patienten
entwickelten vendse Thromboembolien.

Die bisher angewendeten Substanzen konnten die hohen Erwartungen noch nicht erfiillen. Bei guter
Vertraglichkeit zeigten EGFR Inhibitoren keinen Uberlebensvorteil gegeniiber etablierten
Chemotherapieregimen bei Patienten mit metastasierten Blasenkarzinomen. Der VEGFR Inhibitor
Bevacizumab (F. Hoffmann-La Roche AG) hingegen wies bei guter Wirksamkeit ein nicht akzeptables
Nebenwirkungsspektrum auf. Die Wirkung einer Vielzahl weiterer targetspezifischer Substanzen wird
derzeit in klinischen Studien untersucht, deren Ergebnisse noch ausstehen.
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1.2 Der PI3K/mTOR Signalweg

Der PI3K/mTOR Signalweg erfillt eine bedeutende Rolle in der Regulation von Wachstum,
Proliferation und Zelliberleben (Cantley, 2002). Genetische Alterationen und erhohte Aktivitdten
dieses Signalweges wurden bereits in verschiedenen Tumorentitdten nachgewiesen, was ihn zu
einem interessanten therapeutischen Ziel macht (Luo J, 2003). Mehrere Inhibitoren gegen Proteine
des Signalweges wie PI3K, AKT und mTOR wurden bisher entwickelt, wovon einige vielversprechende
Ergebnisse lieferten und zum Teil bereits in klinischen Studien angewendet werden.

Wachstumsfaktoren wie |IGF, VEGF, PDGF, EGF bewirken an der Zelloberfliche durch
Phosphorylierung von Tyrosinresten an Tyrosinkinaserezeptoren eine Weiterleitung des Signals nach
intrazellular. Beim PI3K/mTOR Signalweg flhrt dies zur Aktivierung von PI3K, welche nach Struktur,
Bindungspartner, Aktivierung und Substratspezifitdt in drei Klassen unterteilt werden kann (Cantley,
2002). Die am besten untersuchte Klasse 1 kann nochmals in drei weitere Isoformen unterteil
werden, PI3K-a, PI3K-B und PI3K-&. Die PI3Ks setzten sich aus einer regulatorischen p85 Untereinheit
und einer katalytischen pl110 Untereinheit zusammen. Die Bindung der p85-Einheit an einen
Rezeptor-Tyrosin-Kinase- oder G-Protein-gekoppelten Rezeptor bewirkt (iber die p-110 Einheit eine
Umwandlung des Membranbestandteils  Phosphatidylinositol  (4,5)-  Bisphosphat  zu
Phosphatidylinositol- 3,4,5-Trisphosphat (Carpenter CL, 1998) und nach Rekrutierung von PDK1 an
die Zellmembran (protein dependent kinase 1) eine Aktivierung von AKT (Proteinkinase B). Auch im
PI3K Gen wurden in Tumorgewebe gehduft Mutationen beobachtet. Das einzige dabei regelmaRig
betroffene Gen kodiert fiir die katalytische p110 Einheit (Chalhoub N, 2009 ). Besonders haufig
wurden solche Mutationen in Tumoren der Prostata, der Brust, des Endometriums, des Darms und
der ableitenden Harnwege nachgewiesen.

Antagonistisch zur PI3K wirkt PTEN, indem es PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert (Cantley, 2002). Eine
Mutation bzw. Deletion im PTEN Gen und eine damit verbundene verminderte Expression von PTEN
konnte bei einer Vielzahl verschiedener Tumorarten gezeigt werden. Am haufigsten bei Tumoren des
Endometriums, des ZNS, der Haut, der Prostata, des Darms und der ableitenden Harnwege (Chalhoub
N, 2009 ). Dabei konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von PTEN, dem
Tumorstadium und der Uberlebenszeit festgestellt werden. Bei Zellen in denen PTEN nicht exprimiert
wurde, konnte eine dauerhaft erhéhte Aktivitdt des PI3K/mTOR Signalweges nachgewiesen werden
(Cantrell, 2001). In neueren Studien wurde ein erheblicher Einfluss der Lokalisation von PTEN auf die
Funktion nachgewiesen. So wirkt PTEN bei Lokalisation im Zytoplasma antagonistisch zur PI3K und
kann die Aktivitait des PI3K/mTOR Signalweges hemmen (Cantley, 2002), wihrend PTEN bei
Lokalisation im Zellkern eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zellzyklus, Translation und
Differenzierung einnimmt (Carracedo A, 2011).

AKT, von dem 3 Isoformen bekannt sind (AKT1/AKT2/AKT3), gehoért zur Gruppe der cAMP und cGMP
abhangigen Proteinkinasen C und spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation von Apoptose,
Proliferation und Wachstum. Erst nach der Lokalisation an die Plasmamembran und
Phosphorylierung an beiden Bindungsstellen (durch PDK1 an Threonin 308 und durch mTORC2 an
Serin 473) liegt AKT in der vollstandig aktivierten Form vor (Alessi DR J. S., 1997; Cantley, 2002; Bai X,
2010). Wiederholt konnten in Studien erhéhte Level von phosphoryliertem AKT bei mehreren soliden
Tumorarten nachgewiesen werden (Jones PF, 1991; Cheng JQ G. A., 1992; Cheng JQ R. B., 1996).

Dabei konnte ein Zusammenhang zwischen hohen Leveln von pAKT (S473) und einer schlechten
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Prognose bereits bei Tumoren der Haut, des Pankreas, der Leber, der Prostata, der Brust, des
Endometriums, des Magens und des Gehirns nachgewiesen werden (LoPiccolo J, 2007). Die
antiapoptotische Wirkung von aktiviertem AKT beruht dabei unter anderem auf der verminderten
Freisetzung von Cytochrom C, der Inaktivierung des proapoptotischen Faktors BAD (Song G, 2005),
des Transkriptionsfaktors FOXO (Burgering BM, 2003) und der Serin-Threonin Kinase GSK3pB (Pap M,
1998).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des PI3K/mTOR und MAPK Signalweges (modifiziert nach Nawroth R, 2011).

Eines der am besten charakterisierten Zielmolekiile von AKT ist mTOR. mTOR (mammalian target of
rapamycin= Ziel von Rapamycin im Saugetier) ist eine 289kDa grolRe Serin- Threonin Kinase, die sich
als Bestandteil eines Proteinkomplexes hauptsachlich im Zellplasma befindet (Bjornsti MA, 2004).
Das carboxyterminale Ende des Proteins ist homolog zur katalytischen Einheit der Phosphoinositol 3-
Kinase, und wird somit zu der PIKK-Familie (Phosphoinositid- Kinase assoziierte Kinase) gezahlt. In
gesunden Zellen fungiert mTOR als zentraler Regulator von Zellwachstum und Metabolismus. Uber
extrazellulare Einflisse wie die Verfligbarkeit von Wachstumsfaktoren und Nahrstoffen wird die
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Aktivierung von mTOR reguliert, welches wiederum die Biosynthese anderer Proteine anregt, und so
Einfluss auf Zellwachstum, Proliferation, Angiogenese und Apoptose nimmt (Wullschleger S, 2006).
AKT ist in der Lage mTOR direkt zu phosphorylieren (an Ser2448), allerdings ist die Bedeutung der
direkten Aktivierung noch nicht ausreichend geklart (Inoki K L. Y., 2002). Haufiger fihrt die
Inhibierung eines Komplexes aus den Tumorsuppressorproteinen TSC1 und TSC2 (tuberous sclerosis
complex), die auch als Hamartin und Tuberin bekannt sind, zur Aktivierung von mTOR (Inoki K L. Y.,
2002). Dabei wirkt der Komplex aus TSC1/TSC2 als RhebGTPase (RHEB- regulatory associated protein
of mTOR) aktivierendes Enzym. Durch die Hemmung von TSC1/TSC2 erhoht sich das GTP-Rheb/GDP-
Rheb Verhiltnis, was eine Aktivierung von mTOR zur Folge hat (Garami A, 2003), wahrend eine
Aktivierung des TSC1/TSC2 Komplexes eine Hemmung von mTOR bewirkt (Inoki K L. Y., 2003).

Es kommen zwei verschiedene mTOR- Komplexe (TORC1 und TORC2) vor. Der Rapamycin sensitive
Komplex TORC1 mit dem Protein Raptor (regulatory-associated protein of mTOR), und der nicht-
Rapamycin sensitive Komplex TORC2 mit den Proteinen Rictor (rapamycin-insensitive companion of
mMTOR) und mSinl(mitogen-activated-protein-kinase-associated protein 1). In beiden Komplexen ist
zusatzlich das Protein GB-like, das fiir die Interaktion zwischen den Proteinen erforderlich ist,
vorhanden (Huang S, 2003). Wahrend mTORC2 den Einfluss von AKT auf Wachstum, Apoptose
reguliert und eine noch nicht ausreichend untersuchte Rolle in der Organisation des Zytoskeletts
spielt, kontrolliert mTORC1 das zellulare Wachstum durch Regulierung der Proteinsynthese
(Sarbassov DD A. S., 2004).

Die beiden am besten charakterisierten Zielmolekiile von mTORC1 sind die S6 Kinase 1 und das
eukaryotische Initiationsfaktor bindende Protein 4E-BP1 (Ma XM, 2009 ).

In aktivierter Form liegt S6K1 nach Phosphorylierung durch mTORC1 (Ali M, 2005; Hara K, 2002) und
anschlieRender Phosphorylierung durch PDK1 vor (Alessi DR K. M., 1998). Uber weitere
Phosphorylierungsstellen kann die katalytische Aktivitdat von S6K1 durch mTORC1 reguliert werden.
Von S6K1 wird wiederrum direkt das ribosomale Protein S6 (S6RP) aktiviert. S6RP reguliert die
Translation verschiedener mRNAs, die fiir ribosomale Proteine und weitere fir die Translation
benotigte Komponenten kodieren (Proud, 2004 ). AuBerdem spielt S6RP eine wichtige Rolle bei der
Kontrolle der ZellgroRe, des Wachstums und der Proliferation (Shima H, 1998).

Der zweite Weg Uber den mTORC1 die Translation und Proteinsynthese reguliert, ist die
Phosphorylierung des eukaryotische Initiationsfaktor bindende Protein (4E-BP1). Im
unphosphorylierten Zustand bindet 4E-BP1 den Initiationsfaktor elF4E, der zusammen mit einer
Helikase (elF4A) und einem Strukturprotein (elF4G) den Initiationskomplex der Translation bildet.
Durch hierarchische Phosphorylierung durch mTORC1 an 6 verschiedenen Aminosdureresten wird
elF4E von 4E-BP1 abgespalten, kann als Teil des Initiationskomplexes an die Cap Struktur der mRNA
binden und so die Translation einleiten (Proud, 2004 ; Mamane Y, 2006). In verschiedenen Studien
konnte die Bedeutung dieses Signalwegabschnittes fiir Zellzyklusprogression, Wachstum, Apoptose
und Angiogenese nachgewiesen werden (Rosenwald, 2004).
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1.3 Bedeutung des PI3K/mTOR Signalweges im Harnblasenkarzinom

Das Interesse am PI3K/mTOR Signalweg als Therapieoption beim Harnblasenkarzinom hat in den
letzten Jahren stark zugenommen. So stellen Proteine wie PI3K, AKT und mTOR potentielle
Therapieziele dar, gegen die verschiedene Inhibitoren entwickelt werden oder sich schon in
klinischen Studien befinden. Schwierigkeiten bereiten dabei die komplexen Regulationsmechanismen
des Signalweges und die groRRe Anzahl an Aktivierungsmoglichkeiten (Knowles MA, 2009).

Mutationen in Teilen des PI3K/mTOR Signalweges gehoren im Harnblasenkarzinom wie auch in
anderen Tumorentitaten zu den am haufigsten beobachteten Mutationen (Knowles MA, 2009). Das
PI3K Gen war abhéangig von der Infiltrationstiefe des Tumors in 23-65% der Falle betroffen, wobei die
Mutationen eher mit einem oberflachlichen und gut differenzierten Tumor assoziiert waren (Platt FM,
2009; Lopez-Knowles E, 2006). Mutationen im Gen von AKT1 waren bis jetzt eher selten zu finden. In
Blasenkarzinomzelllinien wurde bei 5% aller Zelllinien eine Mutation beobachtet, in Blasentumoren
sogar nur in 2% der Falle (Carpten JD, 2007). Auch die Bedeutung von AKT als prognostischer Marker
ist bis jetzt noch ungeklart. Schultz et al. haben beobachtet, dass hohe Level an pAKT in
Harnblasenkarzinomen eher mit einer guten Prognose der Patienten assoziiert waren. Bei 32-44%
der invasiven Blasenkarzinome konnte immunhistochemisch kein phosphoryliertes AKT erfasst
werden. Dagegen konnten in oberflachlichen Tumoren und in gesundem Gewebe erhdhte Level an
phosphoryliertem AKT nachgewiesen werden (Schultz L, 2010). In einer anderen Studie, die allerdings
nur 20 Patienten mit invasiven Blasenkarzinomen einschloss, wiesen dagegen 55% der Tumore
erhohte Level an phosphoryliertem AKT auf (Wu X, 2004). Mutationen im haufig untersuchten PTEN
Gen konnten bei invasiven Tumoren je nach Tumorausdehnung in 24-58% der Falle nachgewiesen
werden, wahrend bei nicht invasiven papilldaren Karzinomen nur vereinzelt Mutationen auftraten
(Aveyard JS, 1999; Cappellen D D. G., 1997; Kagan J, 1998; Tsuruta H, 2006). Dabei konnte bei
invasiven Karzinomen mit PTEN Mutation haufig auch eine p53 Mutation nachgewiesen werden.
Diese Patienten fielen durch eine besonders schlechte Prognose auf (Puzio-Kuter AM, 2009). Im
Urothel- Mausmodell konnten durch PTEN/p53 Knockout diese Beobachtungen bestatigt werden,
wobei es zur Ausbildung von invasiven, hochmalignen und schnell metastasierenden
Blasenkarzinomen kam (Puzio-Kuter AM, 2009). Eine fehlende Expression von PTEN war dabei mit
einer Hyperplasie des Urothels und einer Zunahme an phosphoryliertem mTOR und AKT assoziiert
(Tsuruta H, 2006; Yoo LI, 2006). Eine maligne Entartung konnte erst nach langer Beobachtungsdauer
nachgewiesen werden. Schultz et al. haben bei Patienten nach radikaler Zystektomie bei 42%
immunhistochemisch keine PTEN Expression beobachten kénnen. Zusatzlich war bei 8% der Proben
eine verminderte Expression aufgefallen. Das gesunde Urothel dagegen wies normale Level an PTEN
auf (Schultz L, 2010). Eine Korrelation zwischen einer verminderten PTEN Expression und einer
fortgeschrittenen Tumorausdehnung konnte somit in verschiedenen Studien beobachtet werden.
(Schultz L, 2010; Puzio-Kuter AM, 2009; Aveyard JS, 1999; Cappellen D D. G., 1997; Kagan J, 1998).

Hansel et al. konnten eine hohe Aktivitdt des PI3K/mTOR Signalweges bei Patienten mit priméaren
Blasenkarzinomen nachweisen. Phosphoryliertes mTOR wurde in 74% der Proben invasiver
Blasenkarzinome nachgewiesen. Dabei waren sowohl hohe Level an pmTOR als auch ein groRer
Anteil an pmTOR positiven Zellen mit einer schlechten Prognose sowie einem fortgeschrittenem und
schlecht differenzierten Tumor assoziiert. Ein Zusammenhang zwischen hohen Leveln an pmTOR und
der Metastasierung des Tumors konnte dabei nicht festgestellt werden. Zusatzlich konnte bei 55 %
der Proben eine Phosphorylierung von S6K1 nachgewiesen werden, wobei hohe Level an pS6K1 mit
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einer fortgeschrittenen Tumorausdehnung und somit schlechten Prognose assoziiert waren (Hansel
DE, 2010 ). Tickoo et al. untersuchten die muskelinvasiven Blasenkarzinome von 92 Patienten auf die
Phosphorylierung von Proteinen des PI3K/mTOR Signalweges. Dabei wurde bei 58% eine
Phosphorylierung von 4E-BP1 und bei 34% ein Phosphorylierung von S6K1 beobachtet (Tickoo SK,
2010). In einer weiteren kirzlich erschienenen Studie konnte bei 208 Patienten nach radikaler
Zystektomie ein Zusammenhang zwischen hohen Leveln an pS6K1 und einer schlechten Prognose,
einem hohem Rezidivrisiko und einem hohen Progressionsrisiko nachgewiesen werden (Park SJ,
2011).

Somit wurden bei Patienten mit Blasenkarzinomen wiederholt Mutationen und Veranderungen der
Aktivitdt des PI3K/mTOR Signalweges nachgewiesen werden, die haufig mit einer schlechten
Prognose assoziiert waren. Trotzdem ist die Funktion des PI3K/mTOR Signhalwegs im Blasenkarzinom
noch unzureichend geklart und bisher hauptsachlich in praklinischen Studien untersucht worden. Mit
dem PI3K Inhibitor LY294002 konnte die Invasionsfdhigkeit hoch maligner Blasenkarzinomzellen
gehemmt werden. Im Mausmodell wurde allerdings nur eine geringe antitumordse Wirkung
beobachtet, wahrend eine Kombination aus PI3K Hemmung und Bestrahlung gute antitumordse
Wirkungen zeigte (Gupta AK, 2003; Wu X, 2004). Ein ahnlicher synergistischer Effekt konnte auch bei
einer Kombination aus Strahlentherapie und AKT-Hemmung beobachtet werden (Kim IA, 2005). Eine
hohe Expression von PTEN hemmte das Tumorwachstum in Blasenkarzinomzelllinien (Tanaka M,
2000).

In praklinischen Untersuchungen mit mTOR Inhibitoren zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse
beziiglich der Wirksamkeit im Harnblasenkarzinom. So konnte nach Rapamycinbehandlung in vitro
eine Hemmung der Stoffwechselaktivitat, Proliferation und eine verminderte VEGF Expression
gezeigt werden (Makhlin I, 2010; Fechner G, 2009; Wu MJ, 2009). Dagegen konnten Iwamaru et al.
nach Behandlung von Blasenkarzinomzelllinien mit Rapamycin nur geringe Effekte auf die
Stoffwechselaktivitdt der Zellen beobachten (lwamaru A, 2007 ). Auch nach Behandlung von
Blasenkarzinomzelllinien mit RADOO1 wurden keine signifikanten Auswirkungen auf Proliferation und
Apoptose deutlich (Vasconcelos-Nébrega C, 2011; Chiong E, 2011).

In Xenograft Mausmodellen mit Urothelkarzinomen zeigte Rapamycin eine gute Wirksamkeit. Dabei
fihrte die Behandlung mit Rapamycin gegenlber der Kontrolle zu einem verminderten
Tumorwachstum und einem signifikanten Uberlebensvorteil (Makhlin I, 2010; Hansel DE, 2010 ). In
Mausen, deren Urothel kombinierte Deletionen von PTEN und P53 aufwiesen, konnte durch
Rapamycinbehandlung, sowohl intraperitoneal als auch intravesikal verabreicht, die Ausbildung und
Progression von Blasenkarzinomen gehemmt werden (Puzio-Kuter AM, 2009; Seager CM, 2009). Wu
et al. beobachteten nach Fitterung mit 0.05% N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine (BBN) bei
allen Ratten innerhalb von 12 Wochen die Entwicklung invasiver Blasenkarzinome. Unter
Rapamycinbehandlung wurde nur bei 10% der Tiere ein invasives Blasenkarzinom nachgewiesen (Wu
MJ, 2009). Mansure et al. beobachteten in vitro und im Xenograft Mausmodell eine signifikante
Hemmung des Wachstuns, welches vor allem auf eine Hemmung der Angiogenese und
Zellproliferation zuriickzufihren war (Mansure JJ, 2009). Eine Auswirkung auf die Apoptose konnte
nicht gezeigt werden.

Die ersten klinischen Studien mit Patienten mit Harnblasenkarzinomen lieferten keine
vielversprechenden Ergebnisse. Bei einer Phase 2 Studie von Seront et al. wurden 17 Patienten mit

16



metastasierten Blasenkarzinomen, die nicht auf eine Platinbasierte Chemotherapie ansprachen, mit
RADOO1 behandelt (Seront E, 2010). Dabei konnte bei 3 Pat fiir maximal 234 Tage ein stabiles
Krankheitsbild beobachtet werden. Eine komplette oder partielle Remission konnte nicht beobachtet
werden. In einer weiteren Phase 2 Studie wurden 24 Patienten mit metastasierten Blasenkarzinomen,
die nicht auf eine platinbasierte Chemotherapie ansprachen, mit einer Kombination aus RAD0OO1 und
Paclitaxel behandelt (Niegisch G, 2012). Dabei zeigten 21% der Patienten eine partielle Remission
und 9 einen stabilen Krankheitsverlauf.
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1.4 Der MAP Kinase Signalweg

Der PI3K/mTOR und der MAPK Signalweg interagieren auf verschiedenen Ebenen miteinander. So
konnen beide Signalwege die Funktion des anderen sowohl regulieren als auch teilweise
Ubernehmen (Ma XM, 2009 ). Aus diesem Grund haben wir in dieser Arbeit die Auswirkung der
Inhibition des PI3K/mTOR Signalweges auf die Aktivitdit des Mitogen- Activated Protein Kinase
Signalweges untersucht. Wie der PI3K/mTOR Signalweg ist auch der MAP Kinase Signalweg einer
Rezeptortyrosinkinase nachgeschaltet. Das Signal wird durch 3 hintereinander geschaltete Kinasen
zum Zellkern geleitet.

Nach Dimerisierung des Tyrosinkinaserezeptors dienen intrazelluldre Tyrosylreste als Bindungsstelle
fiir das Adapterprotein Grb2 welches wiederum das Protein SOS (son of sevenless) bindet (Hefti MA,
1997). Durch Phosphorylierung von GDP zu GTP wird das G-Protein Ras durch SOS phosphoryliert und
somit aktiviert (Vanderkuur JA, 1997). Nach der Bindung und Aktivierung von RAF (rapidly growing
fibrosarcoma) auf Ebene der Zellmembran aktiviert dies die Kinase MEK (mitogen/extracellular-signal
regulated kinase kinase) durch Phosphorylierung von 2 Serinresten (Leevers SJ, 1994). MEK (MAP-KK)
ist in der Lage Phosphatgruppen sowohl auf Threonin- als auch auf Tyrosinreste der beiden
Zielproteine MAPK1/ERK1 (p44) und MAPK2/ERK2 (p42) (Mitogen-aktivierte Kinase/extrazelluldre
Signalregulierende Kinase) zu tbertragen (Ahn NG, 1990).

Wahrend ERK1 und ERK2 die einzigen bekannten Ziele der MEK sind, ist phosphoryliertes ERK in der
Lage, eine Vielzahl von Zielproteinen sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma zu aktivieren.

Neben der Moglichkeit iber die Phosphorylierung von RAF und MEK selbst in die Regulation des MAP
Kinase Signalweges einzugreifen besteht die wichtigste Funktion in der Transkriptionsinitiation der
sogenannten ,immediate early” Gene c-fos und c-jun, welche eine bedeutende Rolle bei der
Differenzierung, Apoptose und Proliferation spielen (Khosravi-Far R, 1998).

Beide Signalwege interagieren auf verschiedenen Ebenen miteinander (Abb. 4). So kénnen die
Protein RAS und Erk1/2 direkt tber die PI3K oder auch TSC die Aktivitat des PI3K/mTOR Signalweges
beeinflussen (Rodriguez-Viciana P, 1994; lijima, 2002), wahrend eine Inhibition von mTOR uber die
Aktivierung einer Rezeptortyrosinkinase oder des Insulin Rezeptor Substrat Proteins nicht nur zu
einer Reaktivierung von AKT, sondern auch zu einer Aktivierung des MAPK Signalweges fiihrte
(Carracedo, 2008).
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1.5 Inhibitoren des PI3K/mTOR Signalweges

1.5.1 Rapamycin und Analoga

Mitte der 70er Jahre wurde Rapamycin als fungizide Substanz auf der Inselgruppe Rapa Nui entdeckt.
Nach Identifikation des Bakteriums Streptomyces hygroscopicus und Isolation von Rapamycin durch
die Ayerst Research Laboratories in Montreal wurde Rapamycin als Antimykotikum gegen Candida
Albicans, Aspergillus fumigatus und Cryptokokkus neoformans eingesetzt (Vezina C, 1975).

Anfang der 90er Jahre wurde Rapamycin aufgrund der starken immunsuppressiven Wirkung durch T-
Zell Hemmung bei Patienten nach Nierentransplantationen verwendet, da es im Gegensatz zu den
Ublicherweise verwendeten Immunsuppressiva Ciclosporin und Tacrolimus keine Nierentoxizitat
aufwies (Ekberg H, 2007).

In der Kardiologie werden aufgrund seiner antiproliferativen Wirkung Rapamycin beschichtete Stents
(drug eluting stents) verwendet um eine Restenose des Stents durch eine Hyperproliferierende
Intima zu verhindern (Stanik-Hutt, 2004).

Die antitumordsen Eigenschaften von Rapamycin konnten in den letzten Jahren bei einer Vielzahl
verschiedener Tumorentitaten in vivo und in vitro gezeigt werden (Luan FL, 2002; Wiederrecht GJ,
1995 ). Allerdings ermoglichte erst die Entwicklung von neuen mTOR Inhibitoren wie RADOO1
(Everolimus/ Novartis), CCI-779 (Temsirolimus/ Wyeth-Pfizer) und AP23573 (Ridaforolimus/ ARIAD-
Merck), die eine bessere Pharmakokinetik und Bioverfligbarkeit aufwiesen, eine breite klinische
Anwendung.

Rapamycin und seine Analoga binden durch Komplexbildung mit dem FK506-bindenden Protein 12
(FKBP12) an mTORC1 und fiihren so Uber eine verminderte Aktivierung der Effektoren des
PI3K/mTOR Signalweges zu einem Zellzyklusarrest, einer verminderten Proliferation und Hemmung
der Angiogenese (Rosenwald, 2004).

CCI-779 (Pfizer, Inc., New York City, NY, US) wurde im Jahr 2007 als erster mTOR Inhibitor mit
onkologischer Indikation als First-Line Therapie fir Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom
zugelassen. Kurzlich erfolgte auch die Zulassung zur Therapie des rezidivierenden/refraktdren
Mantellzelllymphoms. Die Wirksamkeit bei Patienten mit Mamma- oder Lungen-Karzinomen wird zur
Zeit in Phase 3 Studien untersucht (BK, 2005 ; Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft,
2012; Smolewski, 2006).

Das Rapamycin Analogon AP23573 befindet sich momentan in Phase 3 Studien bei Patienten mit
metastasierten Weichteil- und Knochensarkomen. Des weiteren wird dieser mTOR Inhibitor derzeit in
Phase 2 Studien bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren des Endometriums, der Prostata und
kleinzelligen Lungenkarzinomen angewendet (ARIAD Pharmaceuticals, 2010; www.clinicaltrials.gov,
2012).

Auf das in dieser Arbeit verwendete RADOO1 wird im Detail in 1.6.1 eingegangen.
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Bindungsstelle

zu FKBP12 Bindungsstelle

zumTOR

Abbildung 5: Struktur von Rapamycin (Vignot S, 2005)

1.5.2 PI3K Inhibitoren

Neben dem mTOR Inhibitor RADO01 wurden in dieser Arbeit auch Substanzen verwendet, die
verschiedene Klassen an PI3Ks hemmen.

Schon fiir die PI3K Inhibitoren der ersten Generation Wortmannin und LY294002 konnte fiir eine
Vielzahl verschiedener Tumorentitdten in vitro und in vivo eine gute antitumorése Wirkung
nachgewiesen werden (Kong D, 2008). Beide Inhibitoren wurden, wie auch die meisten der neuen
Inhibitoren, als pan- p110 Inhibitoren entwickelt, die Giber eine kompetitive und reversible Blockade
der ATP Bindungsstelle alle PI3Ks der Klasse 1 hemmen sollen (Djordjevic S, 2002). Durch eine breite
Anwendung zur Charakterisierung des PI3K/mTOR Signalweges konnte fiir diese Substanzen
allerdings eine relativ unspezifische Wirkung nachgewiesen werden (Gharbi SI, 2007). So zeigte sich
flir LY294002 neben einer Hemmung von mTOR, dessen carboxyterminales Ende homolog zur
katalytischen Einheit der Phosphoinositol 3-Kinase ist, eine Wirkung auf weitere verschiedene
Klassen an PI3Ks, andere Kinasen wie die DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) und die CK2
(caseinkinase 2) sowie Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear factor «B) (Gharbi SI, 2007). Somit
konnten sie wegen geringer Selektivitat und daraus resultierender hoher Toxizitdt sowie schlechter
Bioverfuigbarkeit nie in der Klinik eingesetzt werden (Garcia-Echeverria C, 2008; Hirata Y, 2003).
Bessere Vertraglichkeit und hohere Spezifitat sollen die neu entwickelten PI3K Inhibitoren aufweisen,
von denen sich einige bereits in klinischen Studien befinden.

Der PI3K Inhibitor XL 147 (Exelixis, South San Francisco, CA, US) zeigte praklinisch eine gute
antitumordse Wirkung gegen verschiedene Tumorentitditen (Markman B, 2010). In der ersten
veroffentlichten Phase 1 Studie mit 78 Patienten mit soliden Tumoren wies die Substanz zwar eine
gute Vertraglichkeit auf (Edelman G, 2010). Bei einem Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom

konnte eine partielle Remission beobachtet.
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Das Wortmannin Derivat PX-866 (Oncothyreon, Seattle, WA, US) ist ebenfalls ein pan PI3K Inhibitor.
Er unterscheidet sich allerdings von den anderen Inhibitoren, da er nicht ATP kompetitiv verdrangt,
sondern kovalent die ATP Bindungsstelle der PI3k besetzt. Praklinisch konnte eine gute antitumordse
Wirksamkeit vor allem bei Xenograft Modellen mit PTEN oder PI3K Mutationen nachgewiesen
werden (lhle NT, 2009). Die erste Phase 1 Studie schloss 60 Patienten mit soliden Tumoren ein. 25%
der Patienten zeigten Uber einen durchschnittlichen Zeitraum von 57 Tagen eine stabiles
Krankheitsbild (Jimeno A, 2010). Remissionen konnten nicht beobachtet werden.

Auch der PI3K Inhibitor GDC-0941(Piramed/Genentech, Slough, United Kingdom/South San Francisco,
CA, US) zeigte in Xenograft Modellen mit PTEN oder PI3K Mutation eine gute Wirkung (Friedman L,
2008). In der ersten Phase 1 Studie mit 59 Patienten mit soliden Tumoren fielen die Nebenwirkungen
moderat aus. Des weiteren konnte bei einer Patientin mit einem Mammakarzinom und einer
Patientin mit einem Ovarialkarzinom eine partielle Remission beobachtet werden (Von Hoff DD,
2010).

Der Inhibitor SF1126 (Semafore Pharmaceuticals Indianapolis, IN, US) ist ein Prodrug des PI3K
Inhibitors LY294002, der eine starke anti- angiogenetische Wirkung aufweist (Garlich JR, 2008). In der
ersten klinischen Studie mit 39 Patienten wurde er sehr gut vertragen. 50% der Patientin wiesen ein
stabiles Krankheitsbild auf. Remissionen konnten nicht beobachtet werden (Garlich J, 2010).

XL765 (Exelixis, South San Francisco, CA, US) ist ein anderer gut vertraglicher PI3K Inhibitor, der in
verschiedenen Xenograftmodellen das Tumorwachstum hemmen oder sogar verringern konnte. In
der ersten klinischen Studie mit 83 Patienten zeigten 12 einen stabilen Krankheitsverlauf fir
durchschnittlich 16 Wochen (Brana |, 2010).

Das derzeit beste Ergebnis lieferte CAL-101 (Calistoga Pharmaceuticals, Seatlle, WA, US), ein PI3K
Inhibitor der spezifisch die p1106 Isoform hemmen soll, bei Patienten mit Lymphomen oder
Leukdamien. Diese Isoform wird hauptsachlich in Leukozyten exprimiert. Nachdem praklinisch bereits
eine gute Wirksamkeit mit Apoptoseinduktion an Lymphom- und Leukdmiezellen nachgewiesen
werden konnte (Herman SE, 2010), zeigten in der ersten klinischen Studie, die 106 Patienten
einschloss, 57% der Patienten mit Non Hodgkin Lymphomen, 67% der Patienten mit
Mantelzelllymphomen sowie 33% der Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdmie eine partielle
Remissionen (Furman RR, 2010). Komplette Remissionen konnten nicht beobachtet werden.

Auf die in dieser Arbeit verwendeten PI3K Inhibitoren wird im Detail unter 1.6.2 eingegangen.

Somit sind fast alle PI3K Inhibitoren, die sich derzeit in klinischen Studien befinden relativ
unspezifische pan-PI3K Inhibitoren, die mehrere Isoformen der PI3K hemmen (Kong D, 2008) und
deren Wirkungsprofil noch nicht ausreichend charakterisiert wurde. Folglich sollte ein klinischer
Einsatz dieser Substanzen kritisch erfolgen.
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1.6 Verwendete Substanzen

1.6.1 RADOQO1 (Everolimus)

RADOOL1 ist ein oral bioverfiigbarer mTORC1- Inhibitor der Firma Novartis Pharma GmbH (Basel, SUI)
der hauptsachlich in der Leber iber CYP3A4 abgebaut wird und sich durch seine gute Vertraglichkeit
auszeichnet.

Neben der Zulassung als Immunsuppressivum nach Herz und Nierentransplantation wurde RAD00O1
im Marz 2009 als second line Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms zugelassen (Battelli C,
2011). Kirzlich erfolgte ebenfalls die Zulassung zur Therapie von Neuroendokrinen Tumoren des
Pankreas (Kulke MH, 2011).

Zur Zeit wird die Wirksamkeit von RADOO1 an einer Vielzahl anderer maligner Erkrankungen
untersucht. Eine gute antitumordse Wirkung mit geringen Nebenwirkungen konnte bereits in
klinischen Studien bei Patienten mit Mamma-CA (Jerusalem G, 2010), neuroendokrinen Tumoren
(Yao JC, 2008), Glioblastomen (Sarkaria JN, 2010), Hodgkin und Non- Hodgkin Lymphomen (Johnston
PB, 2010; Tobinai K, 2010; Witzig T, 2009), Endometrium- CA (Slomovitz BM, 2010), Magen-CA (Doi T,
2010), nicht kleinzelligen Lungen- CA (Johnson BE, 2007) und malignen hamatologischen
Erkrankungen wie AML, Mantel Zell Lymphome, B- und T-Zell Leukdmien (Yee KWL, 2006)
nachgewiesen werden. Die am hé&ufigsten beobachteten Nebenwirkungen Stomatitis, Ubelkeit,
Anamie, Hyperglykdmie und Hyperlipiddmie fielen dabei meist moderat aus.

Die ersten Studien mit Blasenkarzinompatienten lieferte dagegen wie oben beschrieben keine guten
Ergebnisse beziglich der antitumordsen Wirkung von mTOR Inhibitoren im Harnblasenkarzinom
(Niegisch G, 2012; Seront E, 2010).

1.6.2 NVP-BEZ235

NVP-BEZ235 ist ein PI3K/mTOR Inhibitor der Firma Novartis Pharma GmbH (Basel,SUI), der nach
erfolgreicher Evaluation in vitro und in vivo vor kurzer Zeit in klinische Studien tberfihrt wurde (Kong
D, 2008).

In vitro konnten bei Tumorzellen der Brust (Brachmann SA, 2009; Creighton CJ, 2010; Serra V, 2008),
der Prostata, des Darms, Glioblastomzellen (Maira SM S. F., 2008) und Plasmozytomzellen starke
antiproliferative Effekte und Apoptoseinduktion beobachtet werden. Im Xenograft Mausmodell
wurde eine Inhibition des Tumorwachstums bei guter Vertraglichkeit bei Tumorzellen der Lunge
(Engelman JA, 2008), der Brust (Serra V, 2008), des Pankreas (Cao P, 2009), der Prostata, bei
Glioblastomzellen (Maira SM S. F., 2008), Plasmozytomzellen (McMillin DW, 2009) und Sarkomzellen
(Nanni P, 2010) nachgewiesen. Verschiedene Gruppen beobachteten in ihren Mausmodellen
zusatzlich einen erheblichen Einfluss der BEZ235 Behandlung auf die Angiogenese (Marone R, 2009;
Schnell CR, 2008) und Metastasierungseigenschaften (Marone R, 2009; Nanni P, 2010) des Tumors.
Gegen Chemotherapeutika resistente Tumorzellen aufgrund eines hoch aktiven PI3K/mTOR
Signalweges konnten durch BEZ235 Behandlung wieder sensibilisiert werden (Eichhorn PJA, 2008). In
der ersten Phase 1 Studie mit 51 Patienten wurde bei 2 Patienten eine partielle Remission
beobachtet (Burris H, 2010). Bei einer Patientin mit HER2 neg., Ostrogen Rezeptor pos.
Mammakarzinom und einem Patienten mit Cowden Snydrom (PTEN Mutation), der ein
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Bronchialkarzinom entwickelt hatte. Bei 27% der Patienten wurde ein stabiler Krankheitsverlauf fir
durchschnittlich 4 Monate erreicht.

Die Wirksamkeit von BEZ235 bei Patienten mit Harnblasenkarzinomen wird derzeit untersucht
(www.clinicaltrials.gov, 2012). Allerdings sind bis heute noch keine Ergebnisse veréffentlicht worden.

1.6.3 NVP-BGT 226

NVP-BGT 226 ist ein PI3K/mTOR Inhibitor der Firma Novartis Pharma GmbH (Basel,SUl), zu dem bis
jetzt noch keine Daten veroffentlicht wurden. Nachdem NVP-BGT226 in vitro in verschiedenen
Tumorentitaten eine gute Wirksamkeit zeigte, wurde die weitere Entwicklung und Anwendung zu
Gunsten anderer Substanzen mittlerweile eingestellt (Glienke W, 2012; Chang KY, 2011; Baumann P,
2012).

1.6.4 NVP-BKM 120

NVP-BKM120 (Novartis, Basel, SUI) wurde als Inhibitor aller PI3Ks der Klasse 1 entwickelt. NVP-
BKM120 zeigte in verschiedenen Xenograft Modellen mit und ohne PI3K/PTEN Mutationen
vielversprechende antitumordse Aktivitat (Maira M, 2010; Voliva CF, 2010). Die erste klinische Studie
mit 31 Patienten zeigte eine sehr gute Vertraglichkeit (Baselga J, 2010). Es zeigte sich bei 2
Patientinnen mit Mammakarzinomen eine partielle Remission. Dabei wies eine Patientin eine KRAS,
die andere eine PI3K Mutation auf. 20% der Patienten zeigten fiir mindestens 8 Monate einen
stabilen Krankheitsverlauf. Des weiteren wird die Wirksamkeit von BKM120 derzeit an einer Vielzahl
von soliden Tumoren und malignen hamatoonkologischen Erkrankungen untersucht
(www.clinicaltrials.gov, 2012).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das Interesse am PI3K/mTOR Signalweg als Therapieoption im Harnblasenkarzinom hat in den letzten
Jahren stark zugenommen. Das gehdufte Auftreten von Mutationen in verschiedenen Genen des
Signalweges und Verdnderungen der Aktivitdit konnten wiederholt bei Patienten mit
Blasenkarzinomen nachgewiesen werden und waren mit einer schlechten Prognose assoziiert.
Inhibitoren des PI3K/mTOR Signalweges stellen daher vielversprechende molekulare Substanzen dar,
die in verschiedenen Tumorentitdten sowohl in vitro als auch in vivo bereits gute antitumordse
Wirkungen gezeigt haben und in die neue Hoffnungen gesetzt werden bezlglich der
medikamentdsen Therapie maligner Tumorerkrankungen. Im Harnblasenkarzinom sind die
Regulationsmechanismen und Funktionen des PI3K/mTOR Signalweges bisher allerdings wenig
charakterisiert worden. Inhibitoren des PI3K/mTOR Signalweges wurden bereits in klinischen Studien
angewendet, obwohl das Wirkungsprofil dieser Substanzen praklinisch im Blasenkarzinom noch nicht
hinreichend evaluiert wurde.

Aus dieser Problematik ergaben sich die unten beschriebenen Fragestellungen als Vorlage fiir diese
Arbeit.

1. Charakterisierung der molekularen Mechanismen, die die Aktivitdt des PI3K/mTOR
Signalweges in Harnblasenkarzinomzelllinien in vitro regulieren.

2. Untersuchung verschiedener Strategien zur Inhibition von Schlisselproteinen des PI3K/mTOR
Signalweges.

3. Auswirkungen von verschiedenen Strategien zur Inhibition von Schlisselproteinen des
PI3K/mTOR Signalweges auf Zellfunktionen wie Wachstum, Proliferation, Apoptose und
Stoffwechselaktivitat.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck Darmstadt
Ethanol 70% Merck Darmstadt
Ethanol 96% Merck Darmstadt
Isopropanol Merck Darmstadt
HCL Merck Darmstadt
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 | Roth Karlsruhe
Ammonium persulfat = APS | Sigma Sigma
10%

Temed 99% Roth Karlsruhe
TGS 10x Bio-Rad Minchen
Triton X100 Sigma Miinchen
EDTA AppliChem Darmstadt
Tween Specialty Chemicals Essen
Glycerin Merck Darmstadt
Methanol Sigma Minchen
Bromphenolblau Sigma Minchen
DTT (Dithiothreitol) Invitrogen Darmstadt
SDS Sigma Miinchen
TRIS Merck Darmstadt
Glycin Sigma Miinchen
Milchpulver Saliter Oberglinzburg
Natriumchlorid Merck Darmstadt
Bovines Serumalbumin (BSA) FluKa Neu-Ulm

Entwicklerkonzentrat

Réntgen Bender

Baden-Baden

Fixiererkonzentrat

Réntgen Bender

Baden-Baden

3.1.2 Plastik- und Verbrauchsmaterialien

Glasgefalle Schott Mainz
ReaktionsgefaRe 1,5 ml Eppendorf AG Hamburg
Cryoréhrchen 1,8 ml Nunc Roskilde (Ddnemark)
Latexhandschuhe Sempermed Wien (Osterreich)
Zellkulturschalen 10 cm Falcon Heidelberg
Mikrotiterplatten (6-well) Greiner Nirtlingen
Mikrotiterplatten (96-well) Greiner Nirtlingen
Pasteurpipetten Glas Brand GmbH Wertheim

50 ml Polypropylen Réhrchen Falcon Heidelberg

5 ml Polypropylen Réhrchen Falcon Heidelberg

4,5 ml Polystyrol Réhrchen Greiner Nrtlingen

12 ml Polystyrol R6hrchen Greiner Nrtlingen
Zellschaber Corning Incorporated Lowell Ma. (USA)
Combitips plus 10ul Eppendorf AG Hamburg
Combitips plus 20ul Eppendorf AG Hamburg
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Combitips plus 50ul Eppendorf AG Hamburg

Ritips steril 100 pl Ritter GmbH Schwabmiinchen
Ritips steril 250 pl Ritter GmbH Schwabmiinchen
Combitips plus 500pl Eppendorf AG Hamburg

Sterile Pipetten 2ml Falcon Heidelberg
Sterile Pipetten 5ml Sarstedt AG Niirnbrecht
Sterile Pipetten 10ml Sarstedt AG Niirnbrecht
Sterile Pipetten 25ml Falcon Heidelberg
Pipettenspitzen Biozym Oldendorf

Lad Professional 10 pl

Lad Professional 200 ul Biozym Oldendorf

Lad Professional 1000 pl Biozym Oldendorf

3.1.3 Gerate

CO2 Inkubator Hera Cell Thermo Miinchen
Mikroskop Axiovert 135 Zeiss Gottingen
Blockthermostat BT 100 Kleinfeld Labortechnik Gehrden
Entwickler CP 1000 Agfa Disseldorf
Waage Sartorius Schultheiss Minchen

Vortex Genie 2

Bender und Hobein

Zirich (Schweiz)

Elisa Reader Victor X3 (Caspase)

Perkin Elmer

Rodgau- Jigesheim

Kamera Chemi Doc XRS Bio RAD Minchen

Zentrifuge Mikro 22 R Hettich Tuttlingen
Sterilbank Hera Safe Thermo Minchen

Pipetman Neo Gilson Middleton, WI (USA)
Purelab Classic Elga Celle

Magnetriihrer Mini MR | lka Labortechnnik Staufen

Standard

Power Pac HC Bio-Rad Miinchen

Kinetic microplate reader

Molecular devices

Downington, PA (USA)

Medical X-Ray Screen Film blue
sensitive

Agfa

Dusseldorf

3.1.4 Zellkulturmaterialien

Fetal Bovine Serum Biochrom AG Berlin
Nicht essentielle Aminosduren | Biochrom AG Berlin
(100x)

RPMI 1640 Medium (1x) Biochrom AG Berlin
Dulbecco’s MEM (1x) Biochrom AG Berlin
Dulbecco’s PBS (1x) Biochrom AG Berlin
Dulbecco’s PBS (10x) Biochrom AG Berlin
Trypsin/EDTA Lsg. Biochrom AG Berlin
Complete Mini-  Protease | Roche Mannheim
Inhibitor Cocktail Tablets

Precision Plus Protein Standard | Bio-Rad Minchen
Penstrep 100u Biochrom Berlin
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Trypanblau Biochrom Berlin

Phosphatase Inhibitor Mix2 Serva Heidelberg

3.15 Kits

ECL Plus Western Blotting RPN2132 Amersham

APC BrdU Flow Kit 552598 BD Pharmingen
Caspase — Glo 3/7 Assay G7790 Promega

BCA Protein Assay Kit 23227 Thermo Scientific
XTT sodium salt X-4626 Sigma

PMS (fur XTT Assay) P-9625 Sigma

3.1.6 Antikorper

Primdre Antikorper

Alle Primaren Antikorper wurden bei Cell Signaling (Boston, USA) bestellt und in TBS, 0,1% Tween, 5%
BSA, 0,02% Na-Azid aufgeldst.

Antikorper Best.
Nr.
4E-BP1 AK 9452
Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) | 9459
Akt 4691
Phospho-Akt (Ser473) 4060
Phospho- Akt (Thr. 308) 2965
GSK-3 Beta 9315
Phospho GSK-3 Beta (Ser9) 9323
Phospho- mTOR 2971
mTOR 2972
Phospho-p44/42 MAPK | 4376
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204)
P44/42 MAPK (Erk1/2) 9102
Phospho-p70 S6  Kinase | 9234
(Thr389)
P70 S6 Kinase 9202
Phospho- S6 Ribosomale | 4858
Protein
S6 Ribosomal Protein 2217
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Sekunddire Antikorper

Alle sekundaren Antikérper wurden von Dianova bezogen und in TBS, 0,1% Tween und 5%

Milchpulver gelost.

Peroxidase-conj. F(ab)2-Fragm. | 715-036-150 Dianova
Donkey Anti Mouse
Peroxidase-conj. F(ab)2-Fragm. | 711-036-152 Dianova

Donkey Anti Rabbit

3.1.7 Substanzen

RADOO1 Novartis Pharma GmbH
NVP-BEZ235 Novartis Pharma GmbH
NVP-BGT226 Novartis Pharma GmbH
NVP-BKM120 Novartis Pharma GmbH

Alle Substanzen wurden in 100% DMSO gel6st. Die Konzentration der Stammldsung betrug 10
mmol/L. Fir jeden Versuch wurde eine frische Verdiinnung in Zellkulturmedium hergestellt.

3.1.8 shRNA Transduktion

mTOR shRNA Adenovirus

AV-004958-01

Sirion Biotech

Gibco OptiMEM

31985

Invitrogen

Control Virus

SB-P-AV-146-01

Sirion Biotech
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3.2 Methoden und spezielle Materialien

3.2.1 Zellkultur:
Material:

o Neubauer Zahlkammer mit geschliffenem Deckglas

e Dulbecco’s PBS/5nM EDTA

e Trypsin/EDTA

e RPMI bzw. DMEM + nicht essentielle Aminosauren + 10% FKS+ 1% Penicillin/Streptomycin
e Trypanblau

Verwendete Zelllinien:

Die Zelllinien RT4, HT1376, 647V, 486P, 182, 253J, EJ28, T24 wurden von der American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA) erhalten. Die Zelllinie RT112 von der German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig).

Zelllinie Medium Verdiinnung | Eigenschaften
bei Aussaat
T24 RPMI mit 2mM Glutamin 1:10 G3
10% FCS HRAS Onkogen
nicht ess. Aminosauren PTEN Mutation

1% Penicillin/Streptomycin
(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

HT-1376 | DMEM mit 2mM Glutamin 1:2 G3
10% FCS

nicht ess. Aminosauren

1% Penicillin/Streptomycin

(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

RT4 RPMI mit 2mM Glutamin 1:2 T1
10% FCS G1/2
nicht ess. Aminosauren

1% Penicillin/Streptomycin

(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

182 RPMI mit 2mM Glutamin 1:10 T3
10% FCS G3
nicht ess. Aminosauren H-RAS Onkogen

1% Penicillin/Streptomycin
(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

RT112 RPMI mit 2mM Glutamin 1.5 G2
10% FCS FGFR3-
nicht ess. Aminosauren Uberexpression

1% Penicillin/Streptomycin
(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)
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647-V RPMI mit 2mM Glutamin 1:2 G2
10% FCS

nicht ess. Aminosduren

1% Penicillin/Streptomycin

(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

253) DMEM mit 2mM Glutamin 1:5 T4
10% FCS G4
nicht ess. Aminosauren

1% Penicillin/Streptomycin

(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

486P RPMI mit 2mM Glutamin 1:2 T4
10% FCS G4
nicht ess. Aminosauren

1% Penicillin/Streptomycin

(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

EJ 28 RPMI mit 2mM Glutamin 1:10 G3-4
10% FCS

nicht ess. Aminosduren

1% Penicillin/Streptomycin

(10000 U/ml Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

Methode:
Kultivieren der Zellen:

Alle Zellen wurden bei 37°C, in einer mit 5% CO, angereicherten, wassergesattigten Atmosphare
kultiviert. Je nach Zelllinie wurde RPMI oder Dulbecco’s MEM als Nahrmedium verwendet (siehe
Tabelle). Als Zusatz enthielt das Medium 10% FKS, nicht essentielle Aminosauren und 100U Penicillin-
Streptomycin. Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden sie wie folgt gesplittet: Nach dem Absaugen
des Mediums und dem 2-maligen Waschen mit Dulbecco’s PBS/5nM EDTA wurden die Zellen mit
2,5ml Trypsin/EDTA bedeckt und im Brutschrank inkubiert. Sobald unter mikroskopischer Kontrolle
ein Ablésen der Zellen sichtbar war, wurden sie in 5 ml frischem Medium aufgenommen, in 12 ml
Réhrchen tberfiihrt und bei 250G 5 Minuten abzentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes
wurde das Pellet in 10 ml Medium resuspendiert. Je nach Zelllinie wurden die Zellen in
verschiedenen Verdiinnungen in neue Schalen lberfiihrt (siehe Tabelle).

Zellzahlbestimmung:

Alle Zellzahlbestimmungen wurden in einer mit einem Deckglas verschlossenen Neubauer-
Zdhlkammer durchgefiihrt. Daflir wurden die Zellen nach Trypsinierung, Zentrifugation und
Resuspension im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau vermischt und in der Zdahlkammer unter einem
Lichtmikroskop ausgezahilt.
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Gefrierkonservierung und Auftauen von Zellen:

Um die Zellen fir langere Zeit zu lagern wurden sie wie zuvor beschrieben gewaschen, trypsiniert
und zentrifugiert. Um die Ausbildung von Eiskristallen zu verhindern wurde Einfriermedium
verwendet, das sich aus RPMI, 50% FCS und 10% DMSO (bei den Zelllinien 253 J und HT1376 DMEM,
60% FCS, 10% DMSO) zusammensetzte. Nach der Resuspension des Pellets in Einfriermedium wurde
die Losung in Reaktionsgefalle Uberfihrt. Nach 24 h bei -70°C folgte die Lagerung bei -194°C in
flissigem Stickstoff.

Zum Aussdhen der eingefrorenen Zellen wurden die Reaktionsgefafle bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut und in 10 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Die Verdiinnung des DMSO haltigen
Einfriermediums erfolgte moglichst friihzeitig, so dass die Zellen durch die toxische Wirkung des
warmen DMSO nicht geschadigt wurden. Nach dem Zentrifugieren bei 250G fir 5 Minuten wurde das
Pellet in geeignetem Zellkulturmedium resuspendiert und in Kultur genommen.

3.2.2 Lysatherstellung fur Western-Blot
Material:

o Lysepuffer

150mM Nach 7,5ml 5M Nach
50mM TRIS/Hol pH 7,2 12,5 ml 1M TRIS/Hol
1% Triton X100 2,5 ml Triton X100
0,05% SDS 625 ul 20% SDS
5nM EDTA 2,5m| 0,5M EDTA
Mit sterilem H,0 auf 250 ml auffillen

e Complete Mini- Protease Inhibitor Cocktail Tablets (1 Tablette+ 10 ml Lysepuffer)
e BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

Methode:

Bei der Lysatherstellung wurde besonders darauf geachtet, dass die Kihlkette zu keinem Zeitpunkt
unterbrochen wurde. Zur Proteingewinnung fiir den Western-Blut wurden die Zellen bei einer
Konfluenz von 80-90% 2-mal mit PBS (1x) gewaschen. Nach der Zugabe von 500 pl Lysepuffer in 10
cm Schalen, in 6-well 100ul, wurden die Zellen 20 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBRend mit
Hilfe eines Zellschabers abgel6st, in ReaktionsgefalRe Gberfihrt und bei 4°C und 31.000G 30 Minuten
zentrifugiert. Die Lagerung der Proteinlosung erfolgte bei -20°C.

BCA Protein Assay (Proteinquantifizierung)

Die Gesamtproteinbestimmung erfolgte mithilfe des ,, BCA Protein Assay Kits“ nach Pierce. Bei dieser
Methode wird die Biuret- Reaktion (Cu2+—>Cul+) mit einer Messung des violettfarbenen Komplexes
aus Bicinchoninsaure und Cul+ kombiniert, der eine starke Absorption bei einer Wellenlange von
562nm aufweist. Mithilfe einer Standard- Protein-Verdiinnungsreihe kann nach photometrischer
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Messung der Proben die Proteinkonzentration
Herstellerprotokoll).

3.2.3 Proteinelektrophorese:
Material:

Kammer: Bio-RAD Mini- PROTEAN Tetra Cell
Chemikalien:

e 1,5M Tris/HCl pH=8,8

e 0,5M Tris/HCl pH=6,8

e Acrylamid-/ Bisacrylamidlsg 37,5:1
e Ammonium persulfat = APS 10%

e TEMED 99%

der

Proben

berechnet

werden

(siehe

e Gelladepuffer 4x: 0,25M TRIS pH 6,8/8g SDS/10 ml H,0/50ml 0,5M TRIS/HCI pH=6,8/ Ldsen
unter Erwarmen/40 ml Glycerin/0,04g Bromphenolblau mit H,O auf 100 ml auffillen

e Dithiothreitol= DTT 1M
o Laufpuffer: TGS 10x
e Proteinmarker: Precision Plus Protein Standard

Trenngel

6% 12%
Anzahl Gele 1x 2X 3/4x | 1x 2X 3/4x
Aq. Dest. (ml) 5,45 |10,89| 16,34 ] 3,45 | 6,89 | 10,34
1,5MTRISpH8,8(ml) |25 |5 75 25 |>5 7,5
30% Acrylamid mit 2 4 6 4 8 12
0,8 Bisacrylamid (ml)
10% APS (ul) 50 100 150 50 100 150
TEMED (pl) 10 20 30 10 20 30
Gesamt (ml) 10 20 30 10 20 30
Sammelgel
Anzahl Gele 1x 2X 3/4x | 5/6x
Ag. Dest. (ml) 3,07 |6,14 |9,21 | 15,25

1,5MTRISpH 8,8 (ml) | 1,25 |25 |3,75 |6,25

30% Acrylamid mit 0,65 |1,3 1,95 | 3,25
0,8 Bisacrylamid (ml)

10% APS (ul) 25 50 75 125
TEMED (ul) 5 10 15 25
Gesamt (ml) 5 10 15 25
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Methode:
Gele GieRen:

Die Losungen fir die Gele wurden laut Tabelle zusammengestellt. Nach dem Reinigen und Trocknen
der Glasplatten wurden sie laut Herstellerprotokoll zur GielReinheit zusammengesetzt. Zum Start der
Polymerisierung wurde dann dem Trenngel APS und TEMED zugegeben. AnschlieBend wurden 5 ml
Trenngel eingefillt und zum Sauerstoffabschluss mit 1ml Isopropanol Uberschichtet. Nach 30
Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde das Isopropanol verworfen, mit destilliertem
Wasser nachgespiilt und mit Filterpapier getrocknet. Nachdem dem Sammelgel APS und TEMED
zugegeben wurde, wurde das Trenngel damit iberschichtet und der Kamm eingesetzt. Nach weiteren
30 Minuten bei RT konnten die Gele entweder gleich verwendet oder in feuchten Tiichern bei 4°C
gelagert werden.

Elektrophorese:

Die SDS-Page ist eine Variante der Gel-Elektrophorese und wird zum Auftrennen der Proteine nach
ihrer GroRe verwendet. Das Gel wirkt dabei wie ein Sieb, durch das kleine Molekiile gut wandern
kénnen, wahrend GrolRere zuriickgehalten werden. Zur Vorbereitung wurden die Konzentrationen
der verwendeten Proteinldsungen nach Quantifizierung mit dem ,BCA Protein Assay“ durch
Verdinnung mit Lysepuffer der Proteinlosung mit der geringsten Konzentration angeglichen.
AnschlieBend wurden 40ul Proteinlosung mit 10 pl eines Gemisches aus Ladepuffer und DTT
(Ladepuffer:DTT/5:1) vermischt und 5 Minuten bei 100°C inkubiert. Das im Ladepuffer enthaltene
SDS (Natriumdodecylsulfat) fiihrt durch das Unterbrechen von Wasserstoffbriicken zum Aufbrechen
der Sekundar- und Tertidrstrukturen und Uberdeckt die Eigenladung der Proteine, sodass die
Proteine eine konstante negative Ladung aufweisen. Durch das zugegebene DTT werden beim
Aufkochen Disulfidbriicken gespalten. Fiir die Versuche zur Detektion des Proteins mTOR wurde ein 6
prozentiges Polyacrylamidgel verwendet, fir die lbrigen Proteine ein 12 prozentiges Gel. Als
GroRenstandard wurde 10ul Precision Plus Protein Standard (Bio-RAD) verwendet, der zusammen
mit 40ul Proteinlosung/Ladepuffergemisch auf das Sammelgel geladen wurde. Zum Einlaufen wurde
fiir die ersten 15 Minuten eine Spannung von 90V, anschlieBend eine Spannung von 150V angelegt
bis die Proteine die Unterkante des Trenngels erreicht haben.

3.2.4 Western-Blot:

Material

Kammer:

Bio RAD Mini Trans-Blot Cell Membran: Millipore Immobilon-P Transfer Membrane
Chemikalien:

e Blotting Puffer (10x): 15g TRIS/ 72g Glycin/ Auf 1000 ml H,0 auffillen
e Gebrauchsfertiger Blotting Puffer: 200ml ( 10x) Puffer/ 1400ml H20/ 400m| MeOH
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e TBS 10x (0,5M): 60,5g TRIS in 700 ml H,O l6sen/ mit HCL auf pH 7,6 einstellen/ mit H,O auf
900 ml auffillen/ nochmals pH uberprifen/ 90g NaCl darin I6sen / Mit H,O auf 1000 ml
auffillen

e TBST: 100 ml TBS (10x)/ 900 ml H,O/ 1 ml Tween 20 (=1:1000)

e TBST-Milch (=Blocking Puffer):TBST/ 5% Magermilchpulver

Methode

Zur Ubertragung der Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine Membran wurde der Western-Blot
verwendet. Dabei wird ein senkrecht zum Polyacrylamidgel stehendes elektrisches Feld angelegt. Die
Proteine wandern entlang dieses elektrischen Feldes auf eine Membran wobei das Muster der
elektrophoretische Auftrennung erhalten bleibt. Durch das Auswaschen des SDS vor der Ubertragung
kann ein Teil der Proteine wieder ihre Sekundar- oder Tertidrstruktur einnehmen. Nach dem
Abschneiden des Sammelgels wurde das Polyacrylamidgel zusammen mit der PVDF-Membran, dem
Filterpapier und den Schwammen in Blotting-Puffer eingelegt. Die PVDF Membran wurde vor der
Verwendung 2 Minuten in MeOH, danach in H,O eingelegt. Wie in Abb. 6 dargestellt wurde die
Blottingeinheit zusammengestellt und unter Kihlung fir 2h eine Spannung von 100V angelegt.
AnschlieBend wurde die PVDF-Membran mit Blocking Puffer bei RT fiir 1h, oder bei 4°C liber Nacht
inkubiert um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.

K
| s ———————————————————————_ Schwamm
Filterpapier
« Membran
. § Gel
Filterpapier
I Schwamm
I -

Abbildung 6: Blotting Einheit

3.2.5 Detektion
Material

Primar- AK: Cell Signaling s.o.
Sekundar- AK: Dianova s.o.

Entwicklung:

e ECL Plus Western Blotting Detection Reagents
e Entwicklerkonzentrat

e Fixiererkonzentrat
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Methode
AK-Detektion

Alle Priméarantikorper wurden in TBST/ 5%BSA/ 0,02%Na-Azid verdiinnt (Verdinnung siehe
Herstellerprotokoll), und die Membran mit dieser Losung iber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten
Tag wurde die Membran drehend 3x 5 Minuten mit TBST/MP inkubiert um ungebundene Antik6rper
herunter zu waschen. Anschlieend wurde die Membran mit dem entsprechenden sekundaren
Antikorper (Anti-Mouse oder Anti-Rabbit), der in TBST/5% MP verdinnt (Verdinnung siehe
Herstellerprotokoll) wurde, 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Ab diesem Schritt durfte das
TBST/MP kein Na-Azid mehr enthalten, da das Konjugat des 2. Antikérper sonst inaktiv ware. Zum
Abschluss wurde die Membran erneut 3x 5Minuten mit TBST gewaschen.

Entwicklung

Fir die Entwicklung wurden die beiden Reagenzien des ECL Western Blot Detection Kits im
entsprechenden Verhialtnis gemischt und die Membran 5 Minuten bei RT eingelegt. AnschlieRend
wurde in der Dunkelkammer der Film belichtet und entwickelt.

3.2.6 Durchflusszytometrie (FACS)
Material

APC BrdU Flow Kit:

e BrdU (10mg/ml)

e 10x Perm/Wash Buffer

e Staining Buffer 1x PBS+ 3%FCS+ 0,04% sodium azide
e 300ul DNAse (1mg/ml)+700ul 1x PBS

e Fluorochrom conjugierter anti- Brdu Antikorper

Methode

Bei der FACS- Messung (Fluorescence Activated Cell Sorting) wird das Streulicht- und
Fluoreszenzverhalten einzelner Zellen aufgezeichnet. Hierbei werden Zellen die sich in einer Losung
befinden durch eine Kapillare gesaugt, und passieren einzeln einen Laserstrahl. Durch die Menge des
gestreuten Lichtes kénnen die Zellen nach Eigenschaften von vitalen und abgestorbenen Zellen
getrennt werden. Wahrend die Messung des Vorwartsstreulichtes (FSC=Forward Scatter) Aufschluss
Uber die GroRe der Zelle gibt, hingt die Messung des Seitstreulichts (SSC=Sidewards Scatter)
hauptsachlich von der Granularitat ab. Die Signale werden aufgenommen und logarithmisch verstarkt.
Unabhangig voneinander werden sie digitalisiert und gespeichert.

In dieser Arbeit wurde die FACS- Messung verwendet um den Anteil der apoptotischen Zellen an der
Gesamtpopulation und die Phasen des Zellzyklus zu bestimmen. Dafiir wurde BrdU und 7-
Aminoactinomycin (7-AAD) verwendet. BrdU ist ein Nukleotid, das zu Beginn der S—Phase anstatt
Thymin in die Nukleinsduresequenz eingebaut wird. Mit Hilfe eines BrdU Antikérpers kann das BrdU
anschlieRend immunochemisch nachgewiesen werden kann. Zum Nachweis apoptotischer Zellen
wurde 7-AAD verwendet, das nur in Zellen mit nicht intakter Membran eingebaut werden kann. So
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kann mittels FACS Messung zwischen lebenden, DNA synthetisierenden Zellen und Zellen in
Apoptose unterschieden werden.

3.2.7 Caspase Assay
Material

e Caspase Glo 3/7 Assay
Methode

Caspasen sind die wichtigsten Enzyme der Apoptose. In dieser Arbeit wurde die Aktivitdt der
Caspasen 3 und 7 mit Hilfe des Caspase Glo 3/7 Assays bestimmt, die zu den Effektorcaspasen
gehoéren und von den Initiatorcaspasen (u.a. Caspase 8 und 9) aktiviert werden. Gemessen wird bei
diesem Test eine Lumineszenzzunahme, die durch die Spaltung eines kiinstlichen Substrates (Z-DEVD
Aminoluziferin) durch die Caspasen 3 und 7 zustande kommt. Das bei der Spaltung freiwerdende
Aminoluziferin dient dabei als Substrat fiir die im Kit enthaltene Luziferase.

Nach Ablauf der Inkubation mit den jeweiligen Substanzen wurden in jedes Well 75ul Caspase
Reagenz zugegeben. Nach 10 minitiger Inkubation wurde in eine Schwarze lichtundurchlassige 96-
well Platte umpipettiert und weitere 50 Minuten bei RT inkubiert. Die Messung erfolgte im Elisa
Reader Victor X3.

3.2.8 Untersuchung des Zellmetabolismus
Material
XTT- Kit:

e XTT (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H- tetrazolium-5-carboxanilide inner salt)
e PMS (Phenazine Methosulfate)

Methode

Zur Bestimmung der Stoffwechselaktivitat wurde der XTT Test verwendet. Es handelt sich hierbei um
einen Tetrazoliumreduktionstest, bei dem das Tetrazoliumsalz XTT zum wasserloslichen
Orangefarbenen Formazan gespalten wird. Fir diese Spaltung werden Dehydrogenaseenzyme
lebender Zellen bendtigt. Diese Enzyme befinden sich in den Mitochondrien und werden kurz nach
dem Zelltod deaktiviert, was daher unmittelbar zum Absinken der Reduktionsrate des Testsubtrats
fiihrt. Die Umwandlung in Formazan kann Photometrisch bestimmt werden.

Die Reagenzien des XTT Tests wurden im Dunkeln aufgetaut und ohne Licht in der Sterilbank in die
96-well Platte gegeben. Dafur wurden 5ml XTT mit 100ul PMS vermischt und in jedes Well 50ul
zugegeben. AnschlieRend wurden die Platten fiir 3 Stunden im Brutschrank inkubiert und nach
Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Absorptionsmessung bei 450 und 620 nm. Pro Konzentration
wurde eine vierfach Messung durchgefiihrt und als Kontrolle wurde nur DMSO zugesetzt.
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3.2.9 Adenovirale Transduktion
Material

e RPMI nicht essentielle Aminosauren + 10% FKS + 1% Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml
Penicillin, 10000 pg/ml Streptomycin)

e Gibco OptiMEM

e mTOR shRNA Sequenz: GCATGGAAGAATACACCTGTA
Kontroll Sequenz: CTTACAATCAGACTGGCGA

Methode

Durch das Einbringen einer shRNA mithilfe eines Adenovirus kann gezielt die Expression eines Gens
gehemmt werden. Dabei ist die Sequenz der eingebrachten shRNA komplementar zur Zielregion der
MRNA. In der Zelle wird die shRNA zu einer siRNA umgebaut, die dann die Translation der
komplementaren mRNA verhindert. Durch den Einsatz einer shRNA kann gegeniiber einer siRNA
eine langere Wirkung die auch durch Zellteilung wenig beeinflusst wird erreicht werden.

Zur Vorbereitung wurden am Vortag 1,5x10°5 in 6-well Platten ausgesat und Uber Nacht im
Brutschrank inkubiert. Fir die Transduktion wurde am folgenden Tag das Medium abgesaugt, 100U
MTOR shRNA Virus zusammen mit 400ul OptiMEM zugegeben und fir 2 Stunden im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung abgesaugt und die Zellen in normalen Medium inkubiert
bis eine Konfluenz von 80% erreicht wurde. Dann wurden wie beschrieben die weiteren Versuche
durchgefihrt.

3.2.10 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel. Zur Berechnung der statistischen
Signifikanz wurde der zweizeitige t-Test verwendet. Dabei wurde das Signifikanzniveau auf p<0,05
festgelegt. Ist der errechnete p-Wert groRer als das zuvor festgelegte Signifikanzniveau, gilt die
Nullhypothese als bestdtigt, d.h. die verglichenen Wertegruppen unterscheiden sich nicht signifikant.
Ist der p-Wert kleiner als das Signifikanzniveau gilt der Unterschied zwischen den beiden
Wertegruppen als signifikant. Ein p-Wert <0,001 gilt als statistisch hochst signifikant.
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4 Ergebnisse
4.1 Aktivitait des PI3K/mTOR Signalweges in Harnblasenkarzinom-
zelllinien

Das Interesse am PI3K/mTOR Signalweg als Therapieoption im Harnblasenkarzinom hat in den letzten
Jahren stark zugenommen. Mutationen in Teilen des Signalweges konnten wiederholt bei Patienten
mit Blasenkarzinomen nachgewiesen werden. Praklinisch ist der mTOR Signalweg im
Harnblasenkarzinom bisher allerdings wenig charakterisiert worden.

Um die Aktivitat des PI3K/mTOR Signalweges in Harnblasenkarzinomzellen zu untersuchen wurde der
Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine dieses Signalweges bestimmt. Daflir wurden
die Zellen bei einer Konfluenz von 80-90% lysiert und mittels Western Blot der
Phosphorylierungsstatus der Proteine AKT, mTOR, S6K1, S6RP und 4E-BP1 relativ zu dem
Gesamtproteingehalt detektiert. Als Ladungskontrolle wurde B-Actin verwendet.
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Abbildung 7: Charakterisierung der Expression und Phosphorylierung von Proteinen des PI3K/mTOR- Signalweges in 9
verschiedenen Harnblasenkarzinomzelllinien mittels Western-Blot.
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In diesem Versuch wurde ein breites Spektrum an Harnblasenkarzinomzelllinien verwendet. So
gehoren die Zelllinien RT112, RT4 und 647V zu den gut und maRig differenzierten Zelllinien (G1-G2),
wahrend die Zelllinien T24, 182, 253J, 486P, HT1376 und EJ28 den schlecht und undifferenzierten
Zelllinien zugeordnet werden. Die Zelllinie T24 ist Trager des HRAS Onkogens sowie einer PTEN
Mutation. Die Zelllinie )82 trdgt ebenfalls ein HRAS Onkogen wahrend die Zelllinie RT112 eine
erhohte Expression des FGFR3 aufweist. Dies sind Alterationen die haufig in Blasenkarzinomen
gefunden wurden und mit einer erhdhten Aktivierung des PI3K/mTOR Signalweges assoziiert waren
(Platt FM, 2009; Li C, 2005; Gomez-Roman JJ, 2005).

In allen Zelllinien konnte die Expression von AKT, mTOR, S6K1, S6RP, 4E-BP1 und PTEN nachgewiesen
werden. In 7 von 9 Zelllinien konnte zudem eine Phosphorylierung aller Proteine des Signalweges
beobachtet werden. Keine Expression von phosphoryliertem AKT wiesen die Zelllinien RT4 und 647V
auf. Diese beiden Zelllinien zeigten auch eine deutlich verminderte Expression von phosphoryliertem
mTOR, S6K1 und S6RP. Die Expression von p4-EBP1 hingegen war bei der Zelllinie RT4 stark bei der
Zelllinie 647V schwach ausgepragt. Alle Zelllinien zeigten eine Expression von PTEN.

Fir die weiteren Versuche wurde die gut bis maRig differenzierte Zelllinie RT112 und die schlecht
differenzierte Zelllinie T24 verwendet, da diese beiden Zelllinien die oben beschriebenen fir
Blasenkarzinome charakteristischen Alterationen aufweisen und beide Zelllinien in unseren
Versuchen einen durchweg aktiven Signalweg zeigten.
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4.2 Einfluss inhibitorischer Ansitze auf die Expression und

Phosphorylierung von Proteinen des PI3K/mTOR-Signalweges.

Um die funktionelle Bedeutung des PI3K/mTOR Sighalweges im Harnblasenkarzinom zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit verschiedene Strategien charakterisiert, um molekulare Schliisselproteine
dieses Signalweges zu inhibieren. Dabei wurden sowohl chemische Inhibitoren mit hoher Spezifitat
gegen einzelne Kinasen, als auch shRNAs gegen einzelne Proteine getestet.

4.2.1 Untersuchung der Expression und Phosphorylierung von Proteinen des
PI3K/mTOR nach Anwendung von small molecule Inhibitoren

Nach Inkubation mit der jeweiligen Substanz wurde die Expression und Phosphorylierung der
Proteine des PI3K/mTOR Signalweges mittels Western-Blot dargestellt. Daflir wurden die Zellen
nachdem eine Konfluenz von 80-90% erreicht wurde eine Stunde mit der jeweiligen Substanz in
aufsteigender Konzentration inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und mittels Western-
Blot der Phosphorylierungsstatus der Proteine AKT, mTOR, S6K1, S6RP und 4E-BP1 relativ zu dem
Gesamtproteingehalt detektiert. Zum Kontrolle wurde eine DMSO- Verdiinnung, welche der
hochsten Konzentration an DMSO der Verdiinnungsreihe entsprach, verwendet.
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Abbildung 8: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges nach einstiindiger
Inkubation mit RAD001.

Im ersten Versuch wurde der mTORC1 Inhibitor RADOO1 verwendet, der bereits die Zulassung als
second-line Therapie fiir Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen erhalten hat und dessen
Wirksamkeit derzeit in klinischen Studien mit Patienten mit Tumoren der Lunge , der Mamma und
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des Magens evaluiert wird (Jerusalem G, 2010; Doi T, 2010; Johnson BE, 2007). In der ersten
klinischen Studie mit Harnblasenkarzinompatienten zeigte RAD0OO1 keine gute Wirksamkeit (Seront E,
2010).

Fiir diesen Versuch wurden die Zelllinien mit aufsteigenden RADOO1 Konzentrationen von 0,01 bis
500 nM fir eine Stunde inkubiert. Mittels einer Chemilumineszenzkammer wurden die Signale des
Western- Blots aufgezeichnet und quantifiziert. Aus diesen Daten wurde dann die IC50 berechnet.

Bei beiden Zelllinien konnte in Abhangigkeit der Konzentration eine verminderte Phosphorylierung
von S6K1 und S6RP relativ zu dem Gesamtprotein beobachtet werden (Abb. 8). Eine Abnahme der
Phosphorylierung wurde bei beiden Proteinen sowohl in RT112 als auch in T24 bei einer
Konzentration von 0,8 nM beobachtet. Die Phosphorylierung von 4E-BP1 wurde durch Inkubation mit
RADOO1 nicht beeinflusst. Eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT an T308 und S473 wurde bei
der Zelllinie RT112 bei einer Konzentration von 0,5nM deutlich. Bei der Zelllinie T24 konnte eine
Zunahme der Phosphorylierung an S473 erst ab einer Konzentration von 10nM nachgewiesen
werden. Die Expression der Gesamtproteine und des phosphorylierten mTOR blieb auch bei
steigender Konzentration bei beiden Zelllinien unverandert. Die IC50 war nach Inkubation mit
RADOQO1 bei beiden Zelllinien nahezu gleich (siehe Abb. 9).

RADOO1 NVP-BEZ235
Zelllinie RT112 T24 RT112 T24
AKT (T308) | - - 36,8+4,1 9,03+1,34
AKT (S473) | - - 27,2+6,2 10,2 +1,59
pS6K1 0,19+0,08 | 0,15 +0,05 5,05+£0,6 0,55+0,13
pS6RP 0,35+0,1 | 0,5%0,07 9,04 +£0,08 0,63+0,14
p4E-BP1 - - 40,8 £5,7 16,3+2,99

Abbildung 9: IC50 der Target Proteine von mTORC1 und der PI3K nach Inkubation mit RAD001 und NVP-BEZ235.

Im nachsten Versuch wurde der PI3K Inhibitor NVP-BEZ235 verwendet. Wahrend NVP-BEZ235 bei
einer Reihe von Tumorzellen wie der Brust, der Prostata, des Darms und der Lunge eine gute
antitumorose Wirksamkeit zeigte und auch schon Anwendung in klinischen Studien fand, wurde die
Wirksamkeit an Blasenkarzinomzellen noch nicht untersucht (Kong D, 2008; Serra V, 2008; Maira SM
S. F., 2008).

Um das Wirkungsprofil von NVP-BEZ235 in Blasenkarzinomzelllinien zu evaluieren, wurden die
Zelllinien eine Stunde mit aufsteigenden BEZ Konzentrationen von 0,01 nM bis 1000 nM inkubiert.
in einer Blots

AnschlieBend wurden Chemilumineszenzkammer die Signale des Western-

aufgezeichnet, quantifiziert und die IC50 berechnet.
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Abbildung 10: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges nach einstiindiger
Inkubation mit NVP-BEZ235.

Nach Inkubation mit NVP-BEZ235 wurde eine Abnahme der Phosphorylierung von Akt an T308 und
S473, S6K1, S6RP und 4E-BP1 beobachtet (Abb. 10). Dabei unterschieden sich die beiden Zelllinien in
der IC50 voneinander (Abb. 9). Die Phosphorylierung von AKT an Thr308 und Ser473 und 4E-BP1
wurde bei einer Konzentration von 25nM in RT112 und 10nM in T24 inhibiert. Dagegen wurde eine
Inhibition der Phosphorylierung von S6K1 bereits ab einer Konzentration von 5nM in RT112 und
0,1nM in T24 deutlich. Dabei folgten die Phosphorylierungslevel von S6RP in der Kinetik S6K1,
wadhrend die Phosphorylierungslevel von 4E-BP1 der Kinetik von AKT folgten. Die Phosphorylierung
von mTOR und die Expression der Gesamtproteine blieb auch bei steigenden Konzentrationen
unverandert.

Da nach Inkubation mit dem PI3K Inhibitor NVP-BEZ235, entgegen der Behandlung mit RAD0O01, eine
Abnahme der Phosphorylierung des 4E-BP1 beobachtet wurde, wurde nun die Wirkung der PI3K
Inhibitoren NVP-BKM120 und NVP-BGT226 evaluiert. Dabei stellte sich neben dem Wirkungsprofil
der Substanzen die Frage ob im Blasenkarzinom eine Inhibition der PI3K immer auch mit einer
Inhibition des 4E-BP1 einhergeht.

Wahrend NVP-BKM120 bereits in klinischen Studien angewendet wird, wurden zu NVP-BGT226
bisher noch keine Ergebnisse veréffentlicht (Baselga J, 2010). Die Wirksamkeit beider Substanzen
wurde noch nicht an Blasenkarzinomzelllinien untersucht.
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Abbildung 11: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges nach einstiindiger
Inkubation mit NVP-BGT226.

Um das Wirkprofil des PI3K Inhibitors NVP-BGT226 zu untersuchen wurden die Zellen eine Stunde
mit Konzentrationen von 0,01nM bis 1000nM inkubiert. Dabei zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Abnahme der Phosphorylierung von AKT an T308 und S473, S6K1, S6RP
und 4E-BP1 (Abb. 11). Die Phosphorylierung von AKT an T308 und S473 und S6K1 wurde in beiden
Zelllinien bei einer Konzentration von 1nM inhibiert. Eine Hemmung der Phosphorylierung von S6RP
wurde ab einer Konzentration von 1nM in RT112 und 5nM in T24 deutlich. Die Phosphorylierung von
4E-BP1 wurde bei der Zelllinie T24 ab einer Konzentration von 2,5 nM inhibiert, bei der Zelllinie
RT112 bei 5 nM. Somit konnte eine Inhibition der Phosphorylierung aller hier untersuchten Proteine
bei beiden Zelllinien in &dhnlichen Konzentrationsbereichen beobachtet werden. Die
Phosphorylierung von mTOR und die Expression der Gesamtproteine blieb auch bei steigenden
Konzentrationen unverandert.
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Abbildung 12: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges nach einstiindiger
Inkubation mit NVP-BKM120.

Als letzte Substanz wurde der PI3K Inhibitor NVP-BKM120 verwendet. Die Zellen wurden eine Stunde
mit aufsteigenden Konzentrationen von 0,01nM bis 4000nM inkubiert. Dabei zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Abnahme der Phosphorylierung von AKT an T308 und S473, S6K1, S6RP
und 4E-BP1 (Abb. 12). Die Phosphorylierung von AKT an T308 und S473 wurde bei der Zelllinie T24
bei einer Konzentration von 100 nM, bei der Zelllinie RT112 bei einer Konzentration von 250 nM
inhibiert. Die Phosphorylierung von 4E-BP1 wurde dagegen bei der Zelllinie RT112 erst bei einer
Konzentration von 500 nM gehemmt, bei der Zelllinie T24 ab einer Konzentration von 1000nM. Fir
eine Hemmung der Phosphorylierung von S6K1 und S6RP wurden dagegen erheblich geringere
Konzentrationen benétigt. Die Phosphorylierung von S6K1 wurde bei beiden Zelllinien schon bei
einer Konzentration von 1nM gehemmt. Eine Inhibition der Phosphorylierung von S6RP wurde in
RT112 ab einer Konzentration von 0,5nM und in T24 ab 10nM deutlich. Die Phosphorylierung von
MTOR und die Expression der Gesamtproteine blieb auch bei steigenden Konzentrationen
unverandert.
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4.2.2 Untersuchung der Expression und Phosphorylierung von Proteinen des
PIBK/mTOR Signalweges nach Transduktion mit mTOR shRNA.

Nach Inkubation mit dem mMTORC1 Inhibitor RADO0O1 und den PI3K Inhibitoren NVP-BEZ235,
NVPBGT226 und NVP-BKM120 wurde eine Hemmung der Phosphorylierung von 4E-BP1 nach PI3K-,
nicht aber nach mTORC1- Inhibition beobachtet. Sowohl S6K1 als auch 4E-BP1 wurden in den
meisten Modellen, entgegen unserer Ergebnisse (Abb. 9), als Zielmolekiil von mTOR beschrieben (Ma
XM, 2009 ). Deswegen wurde mittels einer adenoviralen shRNA die mTOR Expression inhibiert, um
die Abhangigkkeit der 4E-BP1- Aktivitat von mTOR zu untersuchen.

RT112 T24

NA

mTOR shRNA
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pmTOR
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Abbildung 13: Expressions- und Phosphorylierungsstatus des PI3K/mTOR Signalweges nach Transduktion mit shRNA
gegen mTOR.

Daflir wurden die Zellen 72 Stunden nach Transduktion lysiert und mittels Western- Blot der
Phosphorylierungsstatus der Proteine AKT, mTOR, S6K1, S6RP und 4E-BP1 relativ zu dem
Gesamtproteingehalt detektiert.

Dabei zeigte sich nach Transduktion eine verminderte Expression von mTOR um 86-96% (Abb. 13).
Das Ausschalten von mTOR hatte eine verminderte Phosphorylierung von S6k1 und pS6RP zur Folge,
aber keinen Einfluss auf die Expression der Gesamtproteine. Die Phosphorylierung von AKT an T308
und S473 wurde um 40-60% gehemmt. Dagegen kam es bei beiden Zelllinien zu einer Zunahme der
4E-BP1 Expression und gleichzeitig auch zu einer Zunahme an phosphoryliertem 4E-BP1.
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4.3 Untersuchung der Phosphorylierung und Expression von Proteinen
des PI3K/mTOR Signalweges nach 72 Stunden Inkubationszeit mit
RADO001 und NVP-BEZ235

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Substanzen RAD001 und NVP-BEZ235
gelegt. Dies erfolgte vor dem Hintergrund, dass RADOO1 bereits zur Therapie des Nierenzellkarzinoms
und neuroendokriner Tumore des Pankreas zugelassen wurde und sich NVP-BEZ235 derzeit mit
ersten Veroffentlichungen in klinischen Studien befindet (Battelli C, 2011; Kulke MH, 2011; Burris H,
2010).

Als wesentliche limitierende Faktoren fiir die Anwendung von Inhibitoren des mTOR Signalweges
wurde eine Reaktivierung der PI3K nach mTOR bzw. S6K1 Inhibition sowie eine Aktivierung des MAPK
Signalweges nach Hemmung des mTOR Signalweges beschrieben (Carracedo, 2008; Ma XM, 2009 ).
So konnte in klinischen Studien nach Behandlung mit RADOO1 eine verstadrkte Aktivierung des MAPK
Signalweges nachgewiesen werden (Carracedo, 2008). In vitro konnte diese Aktivierung durch PI3K
Hemmung mittels LY204002 reduziert werden (Carracedo, 2008).

Um diese Regulationsmechanismen naher zu untersuchen wurden die beiden
Blasenkarzinomzelllinien T24 und RT112 Uber einen Zeitraum von 72 Stunden mit dem mTORC1
Inhibitor RAD0O1 oder dem PI3K Inhibitor NVP-BEZ235 inkubiert. Hierflir wurden drei verschiedene
Konzentrationen verwendet, die der zuvor ermittelten 1C50, IC100 sowie einer weiteren héheren
Konzentration entsprechen (Abb. 9). Als Kontrolle wurde eine DMSO- Verdiinnung, welche der
hochsten Konzentration an DMSO der Verdiinnungsreihe entsprach, verwendet. Anschliefend
wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot der Phosphorylierungsstatus der Proteine AKT,
mMTOR, S6K1, S6RP und 4E-BP1 relativ zu dem Gesamtproteingehalt detektiert.
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Abbildung 14a: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges nach dreitégiger
Inkubation mit RAD001.

Im ersten Versuch wurden die Zellen 72 Stunden mit Konzentrationen von 0.1, 1 und 5nM RADO00O1
inkubiert. Dabei zeigte sich eine Hemmung der Phosphorylierung von S6K1 bei einer Konzentration
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von 1nM in RT112 und 5nM in T24 sowie eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT sowohl an
T308 als auch an S473 ab einer Konzentration von 1nM in beiden Zelllinien (Abb. 14a). Nach
dreitdgiger Inkubation wurde dieser Effekt in beiden Zelllinien deutlich, wahrend eine Zunahme der
Phosphorylierung von AKT nach 1 Stunde nur bei der Zelllinie RT112 zu beobachten war. Diese
Phosphorylierung von AKT wurde in weiteren Versuchen bereits nach 24 Stunden nachgewiesen
(Nawroth R, 2011). Eine Verdnderung der Phosphorylierung von 4E-BP1 oder der Expression des
Gesamtproteins wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 14b: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine GSK3 und ERK1/2 nach einer Stunde und nach
dreitdtiger Inkubation mit RAD0O1.

Zusatzlich zu den bereits untersuchten Proteinen des PI3K/mTOR Signalwegs wurde ein Antikorper
gegen GSK3B verwendet. GSK3p ist ein Targetprotein von AKT, welches eine wichtige Rolle in der
Apoptoseinduktion spielt und ein Schliisselprotein fiir das Zelliberleben darstellt (Pap M, 1998).
Dabei stellte sich die Frage, ob die beobachtete Reaktivierung von AKT auch eine Phosphorylierung
von GSK3p zur Folge hat.

Um die Wechselwirkung des mTOR Signalweges und des MAP-Kinase Signalweges zu untersuchen
wurde die Expression und Phosphorylierung von ERK 1/2 charakterisiert, welches ein zentrales
Protein des MAPK Signalweges ist.

Nach drei Tagen zeigte sich in beiden Zelllinien bei einer Konzentration von 1 nM eine Zunahme der
Phosphorylierung von ERK 1/2 und GSK3B (Abb. 14b). Bei der Zelllinie RT112 konnte diese Zunahme
bereits nach einer Inkubationszeit von einer Stunde nachgewiesen werden. Bei der Zelllinie T24, die
Trager einer RAS Mutation ist, zeigte sich nach einer Stunde eine konstante Phosphorylierung von
ERK, welche auch mit zunehmender RADOO1 Konzentration keine Anderungen aufwies. Eine
Auswirkung auf die Expression der Gesamtproteine konnte nicht beobachtet werden. In weiteren
Versuchen zeigten sich diese Effekte bereits nach eintagiger Inkubation mit RADOO1 (Nawroth R,
2011).
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Abbildung 15a: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges nach einstiindiger
und dreitagiger Inkubation mit NVP-BEZ.

Im nachsten Versuch wurden die Zellen eine Stunde bzw. drei Tage mit NVP-BEZ235 inkubiert. Bei
der Zelllinie RT112 wurden Konzentrationen von 25, 100 und 500 nM verwendet , bei der Zelllinie
T24 25, 50 und 100 nM. Dabei zeigte sich nach einstiindiger und dreitdgiger Inkubation eine
Hemmung der Phosphorylierung von S6K1, S6RP und 4E-BP1 in dhnlichen Konzentrationsbereichen
(Abb. 15a). Des weiteren zeigte sich eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT an T308 und S473
bei einer Konzentration von 25 nM in RT112 und von 10 nM in T24. Generell konnte durch Erhéhung
der Konzentration die Phosphorylierung an S473 besser gehemmt werden, obwohl bei der Zelllinie
T24 selbst die doppelte IC100 nicht ausreichte die Phosphorylierung vollstandig zu unterdriicken. Die
Aktivierung an T308 konnte bei beiden Zelllinien durch Erhéhung der Konzentration schlecht
gehemmt werden. Bei der Zelllinie T24 konnte nach Inkubation mit der doppelten IC100 keinerlei
Effekt auf die Phosphorylierung nachgewiesen werden.

Wahrend es nach einstlindiger Inkubation mit NVP-BEZ235 zu einer konzentrationsabhdngigen
Abnahme der Phosphorylierung von GSK3B bei beiden Zelllinien kam, konnte nach dreitagiger
Inkubation eine Zunahme der Phosphorylierung von GSK3p beobachtet werden (Abb. 15b). Bei der
Zelllinie RT112 wurde dies bei Konzentrationen von 25 nM deutlich, bei T24 bei einer Konzentration
von 10 nM. Die Phosphorylierung von Erk zeigte keine Unterschiede nach einer Stunde und drei
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Tagen. So konnte nach einer Stunde und auch nach drei Tagen eine konzentrationsabhangige
Zunahme der Phosphorylierung beobachtet werden. Die Phosphorylierung von mTOR sowie die
Expression der Gesamtproteine zeigten keine Veranderungen nach drei Tagen Inkubationszeit. In
weiteren Versuchen wurden diese beschriebene Effekte auch nach eintdgiger Inkubation mit NVP-
BEZ235 nachgewiesen (Nawroth R, 2011).
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Abbildung 15b: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine GSK3B und ERK1/2 nach dreitdgiger und
einstiindiger Inkubation mit NVP-BEZ235.

4.3.1 Expression und Phosphorylierung nach 72 Inkubationszeit mit NVP-BEZ235 und
erneuter Substanzzugabe

Um nachzuweisen, dass die Veranderungen nach dreitagiger Inkubation mit NVP-BEZ235 nicht auf
einen Aktivitatsverlust der Substanz zurickzufihren sind, wurden die Zellen nach dreitagiger
Inkubationszeit noch einmal eine Stunde mit frischer Substanzlésung inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen lysiert und mittels Western-Blot der Phosphorylierungsstatus der Proteine AKT, GSK3B und
ERK 1/2 relativ zu dem Gesamtproteingehalt detektiert.
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Abbildung 16: Expressions- und Phosphorylierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges nach dreitégiger
Inkubation ohne und nach erneuter Zugabe von NVP-BEZ235.

Nach erneuter Zugabe von Substanzlésung konnte bei beiden Zelllinien wie im Versuch zuvor eine
Aktivierung von AKT an T308 und S473 beobachtet werden (Abb. 16). Auch die
konzentrationsabhangige Zunahme der Phosphorylierung von GSK3B und ERK konnte wiederholt
nachgewiesen werden. Allerdings konnte die Phosphorylierung von AKT an T308 und S473 in beiden
Zelllinien durch erneute Zugabe von Substanzlésung konzentrationsabhangig besser inhibiert werden.
Die Phosphorylierung von GSK3B nahm dagegen weiterhin zu, allerdings in abgeschwachter Form.
Die Expression der Gesamtproteine blieb von der erneuten Zugabe ebenfalls unbeeinflusst.
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4.4 Auswirkung von RADO001, NVP-BEZ235 und mTOR shRNA auf

Zellzahl, Proliferation, Apoptose und Metabolismus

Nachdem die Mechanismen der PI3K/mTOR Inhibition auf molekularer Ebene untersucht wurden,
wurde anschlieRend die Auswirkung der Behandlung mit RAD001 ,NVP-BEZ235 und des Ausschalten
von mTOR mittels shRNA auf Wachstum, Proliferation, Apoptose und Metabolismus untersucht.
Dabei stellte sich die Frage, ob die von uns beobachteten Veranderungen und Unterschiede nach
Behandlung mit RADOO1, NVP-BEZ235 und mTOR shRNA, wie eine Aktivierung von AKT oder eine
Aktivierung des MAPK Signalweges, eine Auswirkung auf die Zellfunktionen haben.

4.4.1 Einfluss von RADO001, NVP-BEZ235 und mTOR shRNA auf die Zellzahl

Um die Auswirkung von RADOO1 und NVP-BEZ235 auf das Wachstum zu untersuchen wurden die
Zelllinien RT112 und T24 jeweils 1,2 und 3 Tage mit 5 nM RADOO1 oder 100 nM NVP-BEZ235
inkubiert. AnschlieRend wurde in einer Neubauer Zdhlkammer nach Anfarbung mit Trypanblau die
Zellzahl der lebenden Zellen bestimmt.
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Abbildung 17a: Untersuchung der Zellzahl von RT112 nach 1-,2- und 3-tatiger Inkubation mit RAD001 und NVP-BEZ235.

In beiden Zelllinien konnte gegenliber der Kontrolle ein deutlicher Einfluss auf das Wachstum
beobachtet werden. Nach dreitagiger Inkubationszeit zeigte sich nach Behandlung mit RADOO1 bei
der Zelllinie RT112 eine um 62% (Abb. 17a), bei T24 eine um 40 % verringerte Zellzahl gegeniiber des
Kontrollwertes(Abb. 17b).
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Auch nach Behandlung mit NVP-BEZ235 konnte eine Abnahme der Zellzahl beobachtet werden.
Wahrend die Zellzahl bei der Zelllinie T24 um 66% geringer war gegeniiber des Kontrollwertes (Abb.
17b), zeigten sich bei der Zelllinie RT112 nach drei Tagen Inkubation keine Verdnderungen der
Zellzahl (Abb. 17a). Bei der Zelllinie RT112 war der Effekt der Substanzen ausgepragter und konnte
auch bereits nach einer Inkubationszeit von zwei Tagen nachgewiesen werden, wahrend bei der
Zelllinie T24 eine Auswirkung auf die Zellzahl erst am dritten Tag deutlich wurde.
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Abbildung 17b: Untersuchung der Zellzahl von T24 nach 1-,2- und 3- tatiger Inkubation mit RAD001 und NVP-BEZ235.

Um die Bedeutung des Ausschalten von mTORC1 und mTORC2 fiir das Zellwachstum zu untersuchen
wurde jeweils am 1.,2. und 3. Tag nach Transduktion mit einer shRNA in einer Neubauer-Zahlkammer
die Zellzahl der lebenden Zellen bestimmt.

Nach Suppression der mTOR- Expression mittels shRNA konnte bereits nach 24 Stunden bei beiden
Zelllinien eine Zunahme der Zellzahl beobachtet werden (Abb. 17c). Bei der Zelllinie T24 stieg die
Zellzahl nach 3 Tagen um 40%, wahrend bei der Zelllinie RT112 sogar ein um 70% verstarktes
Wachstum gegentiber der Kontrolle nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 17c: Bestimmung der Zellzahl nach einer Inkubationszeit von 1, 2 und 3 Tagen nach Transduktion mit mTOR-
shRNA.

4.4.2 Einfluss von RAD001 und NVP-BEZ235 auf die Proliferation

Der PI3K/mTOR Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Proliferation (Cantley,
2002). Dabei werden verschiedene Komponenten des Signalwegs als Schliisselproteine fiir die
Steuerung der Proliferation und Zellzyklusprogression beschrieben (Wullschleger S, 2006; Shima H,
1998). In Zusammenschau der Ergebnisse auf molekularer Ebene wurde die Wirkung von RADOO1,
NVP-BEZ235 und mTOR shRNA auf die Proliferation der Zelllinien RT112 und T24 untersucht. Dafiir
wurden die Zellen nach 24 Stunden Inkubationszeit mit 1nM RAD001, 100nM NVP-BEZ235 bzw. 48
Stunden nach Transduktion mit mTOR shRNA mit Bromdesoxyuridin (BrdU) und 7-Aminoactinomycin
(7- AAD) markiert. Mittels FACS- Messung konnte so der Anteil der apoptotischen Zellen und die
Phase des Zellzyklus bestimmt werden.
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Abbildung 18a: Untersuchung der Proliferation bei der Zelllinie RT 112 nach eintagiger Inkubation mit RAD001 und NVP-
BEZ235.

Nach der Behandlung mit RADOO1 wurde bei beiden Zelllinien keine signifikante Inhibition der
Proliferation beobachtet. Dagegen zeigte sich nach Inkubation mit NVP-BEZ235 vor allem bei der
Zelllinie RT112 ein deutlicher Einfluss auf die Proliferation der Zellen. Gegeniiber der Kontrolle
konnte eine um 84% geringere Anzahl der Zellen in der S Phase beobachtet werden (Abb. 18 a). Bei
der Zelllinie T24 fiel dieser Effekt wesentlich geringer aus mit 20% (Abb. 18b). Bei beiden Zelllinien
konnte nach der Inkubation mit RADO01 und nach der Inkubation mit NVP-BEZ eine Zunahme der
Zellzahl in der G1-Phase nachgewiesen werden, allerdings war diese Wirkung nach der Behandlung
mit NVP-BEZ235 in beiden Zelllinien starker ausgepragt. Eine Auswirkung auf die Zellzahl in der G2
Phase konnte nur bei der Zelllinie RT112 nach Inkubation mit NVP-BEZ235 beobachtet werden.
Dagegen wurde nach Transduktion mit mTOR shRNA eine Zunahme der Proliferation in beiden
Zelllinien deutlich (Abb. 18 c). Bei der Zelllinie T24 zeigte sich eine Zunahme der Zellen in S-Phase um
50%. Bei der Zelllinie RT112 konnte sogar eine Zunahme von fast 250% beobachtet werden.
Gleichzeitig wurde bei beiden Zelllinien eine verminderte Anzahl an Zellen in der G1 Phase
nachgewiesen sowie in T24 ein Zunahme der Zellen in G2 Phase.
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Abbildung 18b: Untersuchung der Proliferation bei der Zelllinie T24 nach eintégiger Inkubation mit RAD001 und NVP-
BEZ235.
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Abbildung 18c: Untersuchung der Proliferation bei den Zelllinien RT112 und T24 nach Transduktion mit mTOR shRNA.
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4,43 Einfluss von RAD001, NVP-BEZ2335 und mTOR shRNA auf die Apoptose

Eine weitere Funktion des PI3K/mTOR Signalweges ist die Regulation der Apoptose. Das
Schliisselprotein AKT nimmt dabei eine zentrale Stellung ein. Uber eine verminderte Freisetzung von
Cytochrom C, der Inaktivierung des proapoptotischen Faktors BAD (Song G, 2005), des
Transkriptionsfaktors FOXO (Burgering BM, 2003) und der Serin-Threonin Kinase GSK3j (Pap M, 1998)
hemmt phosphoryliertes AKT die Apoptose. Nachdem auf molekularer Ebene nach ein- und
dreitagiger Inkubation mit RADOO1 und BEZ235 eine Phosphorylierung von AKT und gleichzeitig auch
eine Zunahme der GSK3B Phosphorylierung beobachtet werden konnte, wurden die Auswirkungen
dieser Veranderungen auf die Apoptose der Zellen untersucht. Hierfuir wurde mittels Caspase Glo 3/7
Assay (Promega) die Aktivitat der Effektorcaspasen 3 und 7 ermittelt. Caspasen sind die wichtigsten
Enzyme der Apoptose. Durch Initiator Caspasen werden die nachgeschalteten Effektor-Caspasen
(unter anderem Caspase 3, 7, 6) aktiviert, die anschlieBend zelleigene Proteine wie Aktin und Lamin
sowie durch Aktivierung einer Nuklease nukledre DNA spalten kénnen (Degterev A, 2003).
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Abbildung 19a: Untersuchung der Caspaseaktivitat bei der Zelllinie RT112 nach eintatiger Inkubation mit RAD0O1 und
NVP-BEZ235.(*p<0,05/**p<0,001)
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Abbildung 19b: Untersuchung der Caspaseaktivitit bei der Zelllinie T24 nach eintatiger Inkubation mit RAD001 und NVP-
BEZ235. (*p<0,05/**p<0,001)

Die Zelllinien RT112 und T24 wurden drei Tage lang mit 25, 100, 250 nM NVP-BEZ235 bzw. 0.1, 1, 5
nM RADOO1 inkubiert. AnschlieRend wurde mittels Caspase Glo Assay 3/7 (Promega) die Aktivitat der
Caspasen 3 und 7 ermittelt (siehe Herstellerprotokoll). Um die Auswirkungen des Ausschaltens von
MTOR zu untersuchen wurde drei Tage nach Transduktion mit mTOR shRNA der Caspase Glo Assay
3/7 verwendet.

In beiden Zelllinien zeigte sich eine signifikante Abnahme der Caspaseaktivitat, wobei der Effekt bei
der Zelllinie T24 sowohl nach Inkubation mit RADOO1 als auch nach der Inkubation mit NVP-BEZ235
deutlicher ausfiel (Abb. 19b). Nach Behandlung mit NVP-BEZ235 wurde ein Absinken der
Caspaseaktivitat bei der Zelllinie RT112 um 55% gegeniiber des Kontrollwertes beobachtet (Abb.
19a). Bei der Zelllinie T24 konnte sogar ein Absinken um 80% auf 20% nachgewiesen werden (Abb.
19b). Bei der Zelllinie RT112 sank die Caspaseaktivitdt unter RADO01 um 57%, wahrend es bei der
Zelllinie T24 zu einer Abnahme von 73% kam. Nach Transduktion mit mTOR shRNA wurde ebenfalls
eine Abnahme der Apoptoseaktivitit in beiden Zelllinien beobachtet (Abb. 19c). In T24 zeigte sich
eine Abnahme um 30%, wahrend bei der Zelllinie RT112 eine um 40% geringere Caspaseaktivitat
gegeniber der Kontrolle nachgewiesen werden konnte.

57



120

N

£

=)

Hy

=

>

= 80 4

Y

<

[}

0

©

Q

"0

O

(@]
40 -
0 -

ctr RT112 mTOR shRNA 724 mTOR shRNA

Abbildung 19c: Auswirkung der Transduktion mit mTOR shRNA auf die Caspaseaktivitdt der Zelllinien RT112 und T24.
(*p<0,05/**p<0,001)

4.4.4 Einfluss von RAD001, NVP-BEZ235 und mTOR shRNA auf den
Zellmetabolismus.

Im letzten Versuch wurde die Auswirkung von NVP-BEZ235, RAD001 und mTOR shRNA auf den
Metabolismus der Zellen mittels XTT- Test untersucht. Dabei werden zur Spaltung von XTT zum
Orangefarbenen Farbstoff Formazan Dehydrogenaseenzyme lebender Zellen bendétigt. Diese Enzyme
befinden sich in den Mitochondrien und werden kurz nach dem Zelltod deaktiviert, was daher
unmittelbar zum Absinken der Reduktionsrate des Testsubtrats und damit zu einem geringeren
Signal flhrt.
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Abbildung 20a: XTT-Messung bei der Zelllinie RT112 nach eintdgiger Inkubation mit RAD001 und NVP-BEZ.
(*p<0,05/**p<0,001)

Die Zelllinien RT112 und T24 wurden 24 Stunden mit 10, 50, 100nM NVP-BEZ235 und 0.1, 1, 5 nM
RADOO1 inkubiert. AnschlieBend wurden die Reagenzien des XTT Tests zugegeben (siehe
Herstellerprotokoll/ Sigma). Nach einer Inkubationszeit von drei Stunden erfolgte die
Absorptionsmessung bei 450 und 620 nm. Um die Auswirkung der Transduktion mit mTOR shRNA zu
untersuchen wurde der XTT Test 24 Stunden nach Transduktion durchgefiihrt.
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Abbildung 20b: XTT-Messung bei der Zelllinie T24 nach 1- tigiger Inkubation mit RAD001 und NVP-BEZ235. (*p<0,05)

Nach Inkubation mit NVP-BEZ235 war bei beiden Zelllinien eine konzentrationsabhdngige Abnahme
des Metabolismus zu beobachten. Bei der Zelllinie T24 fiel die Aktivitat um 36% gegeniiber der
Kontrolle (Abb. 20b), bei der Zelllinie RT112 um 34% (Abb. 20a). Dagegen konnten bei beiden
Zelllinien keine signifikanten Veranderungen nach Inkubation mit RADOO1 nachgewiesen werden.
Nach Transduktion mit mTOR shRNA zeigte sich in beiden Zelllinien eine signifikante Reduktion des
Metabolismus der Zellen (Abb. 20c). Dabei sank bei der Zelllinie RT112 der Wert um 20% gegeniiber
der Kontrolle, wahrend es bei der Zelllinie T24 zu einer Abnahme um 40% kam.
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Abbildung 20c: XTT- Messung nach Transduktion mit mTOR shRNA (*p<0,05/**p<0,001)
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5 Diskussion

Das Harnblasenkarzinom ist der haufigste Tumor der ableitenden Harnwege und damit bei Mannern
an dritter und bei Frauen an flnfter Stelle der haufigsten malignen Tumorerkrankungen (Robert-
Koch-Institut, 2010). Wahrend die 5- Jahres Uberlebensrate bei Patienten mit nicht- invasiven
Blasenkarzinomen 94% betragt, fillt sie bei Patienten mit metastasierten Blasenkarzinomen auf 20%
und weniger. Nachdem Ende der 80er Jahre die Kombination aus Methotrexat, Vinblastin,
Doxorubicin und Cisplatin als Standardchemotherapieschema etabliert wurde, konnte in der
Therapie des metastasierten Harnblasenkarzinoms keine weitere Verbesserung bezlglich der
Prognose der Patienten erreicht werden (Vom Dorp F, 2008). Auch die 2005 neu eingefihrte
Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin zeigte bei zwar besserer Vertraglichkeit keinen weiteren
Uberlebensvorteil der Patienten (von der Maase H, 2005). Hoffnungen werden in neue Substanzen,
sogenannte Target-Therapeutika gesetzt, welche spezifisch die Aktivitat verschiedener Kinasen in
Signaltransduktionswegen von Zellen, oder auch Signalmolekiile, wie beispielsweise dem Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) hemmen. Voraussetzung flr die Anwendung solcher Substanzen
ist jedoch das genauere Verstandnis der biologischen Eigenschaften des jeweiligen Tumors.

In dieser Arbeit wurde der PI3K/mTOR Signalweg untersucht, der eine wichtige Rolle in der
Regulation von Wachstum, Proliferation und Zelliiberleben einnimmt (Cantley, 2002). Einige
Substanzen gegen Schliisselmolekiile dieses Signalweges wurden bereits fiir die klinische Anwendung
zugelassen, wodurch diesem Signalweg hinsichtlich der therapeutischen Modglichkeiten eine
besondere Bedeutung zukommt.

In Harnblasenkarzinomen wurden in bis zu 65% der Félle Mutationen des PI3K/mTOR Signalweges
nachgewiesen (Kompier LC L. I., 2010). Somit scheint der PI3K/mTOR Signalweg eine besondere Rolle
in der Biologie dieser Tumorentitat einzunehmen und kdnnte moglicherweise ein geeignetes Target
in der Therapie von Patienten mit Harnblasenkarzinomen darstellen.

Daher wurde hier die Bedeutung des PI3K/mTOR Signalweges an Harnblasenkarzinomzelllinien
analysiert. Des weiteren wurden molekulare Mechanismen untersucht, welche die Kombination von
verschiedenen Target- Therapeutika als sinnvoll erscheinen lassen.
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5.1 Aktivitat des PI3K/mTOR Signalweges in Blasenkarzinomzelllinien.

In der Literatur wird eine Aktivierung des PI3K/mTOR Signalweges Gber Wachstumsfaktoren wie IGF,
VEGF, PDGF, EGF beschrieben, die an der Zelloberflaiche durch Phosphorylierung von Tyrosinresten
an verschiedenen Tyrosinkinaserezeptoren eine Weiterleitung des Signals nach intrazellular bewirken
(Ma XM, 2009 ). Die Aktivierung von PI3K bewirkt eine Umwandlung des Membranbestandteils
Phosphatidylinositol (4,5)- Bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphat (PIP3).
Dies fuihrt zu einer Rekrutierung von PDK1 (protein dependent kinase 1) an die Zellmembran und
nachfolgend zu einer Aktivierung von AKT (Proteinkinase B) (Carpenter CL, 1998). Antagonistisch zu
PI3K wirkt PTEN, indem PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert wird (Cantley, 2002). Nach Phosphorylierung
an beiden Bindungsstellen (durch PDK1 an Threonin 308 und durch mTORC2 an Serin 473) liegt AKT
in der vollstandig aktivierten Form vor (Alessi DR J. S., 1997; Cantley, 2002; Bai X, 2010). Eines der am
besten charakterisierten Zielmolekiile von AKT ist mTOR. Dieses fungiert als zentraler Regulator von
Zellwachstum, Proliferation, Angiogenese und Apoptose (Wullschleger S, 2006). AKT ist in der Lage
MTOR direkt zu phosphorylieren (an Ser2448), allerdings ist die Bedeutung der direkten Aktivierung
noch nicht ausreichend geklart (Inoki K L. Y., 2002). Haufiger fihrt die AKT abhangige Inhibierung
eines Komplexes aus den Tumorsuppressorproteinen TSC1 und TSC2 (tuberous sclerosis complex),
die auch als Hamartin und Tuberin bekannt sind, zur Aktivierung von mTOR (Inoki K L. Y., 2002). In
der Zelle liegt mTOR als Proteinkomplex in Assoziation mit raptor (regulatory-associated protein of
mMTOR) als mTORC1 oder rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR) als mTORC2 vor (Bai X,
2010). Wahrend mTORC2 den Einfluss von AKT auf Wachstum, Apoptose reguliert und eine noch
nicht ausreichend untersuchte Rolle in der Organisation des Zytoskeletts spielt, kontrolliert mTORC1
das zelluldre Wachstum durch Regulierung der Proteinsynthese (Sarbassov DD A. S., 2004). Dies wird
in der Literatur vor allem durch Kontrolle der Phosphorylierung von 4E- BP1 und S6K1 beschrieben
(Bai X, 2010).

In dieser Arbeit wurde der Expressions- und Phosphorylierungsstatus der einzelnen Proteine des
PI3K/mTOR Signalweges in Blasenkarzinomzelllinien untersucht. Dabei wurde in 7 von 9
Blasenkarzinomzelllinien eine konstitutive Aktivierung samtlicher Schlisselproteine des PI3K/mTOR
Signalwegs beobachten (Abb. 7). Diese Ergebnisse bestatigen zwei andere Studien, die den
Aktivierungsstatus einiger Proteine des PI3K/mTOR Signalweges bei Patienten nach radikaler
Zystektomie untersucht haben. Dabei konnten Tickoo et al. bei 58% der Patienten mit invasiven
Blasenkarzinomen erhdhte Level von phosphoryliertem 4E-BP1 und bei 34% erhéhte Level von pS6K1
beobachten (Tickoo SK, 2010). Hansel et al. konnten bei Patienten mit invasiven Blasenkarzinomen
bei 55% der Praparate erhohte Level von pS6K1 und bei 74% erhéhte Level von pmTOR nachweisen
(Hansel DE, 2010 ). In vitro wurde die Aktivitat des PI3K/mTOR Signalweges bisher nur in einer Studie
untersucht. Diese beschrankte sich jedoch ausschlieBlich auf den Phosphorylierungsstatus von Akt.
Dabei konnten in 55% der Zelllinien erhéhte Level an phosphoryliertem AKT nachgewiesen werden
(Wu X, 2004).

Somit konnte in dieser Arbeit, zusammenfassend mit den oben beschriebenen Ergebnissen, in vitro
ein dhnlich hoher Aktivierungsstatus der Proteine des PI3K/mTOR Signalweges beobachtet werden,
wie bei Patienten mit Harnblasenkarzinomen. Diese Ergebnisse stellten die Grundlage fiir weitere
Versuche dar, die Bedeutung des PI3K/mTOR Signalweges im Harnblasenkarzinom nadher zu
charakterisieren.
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5.2 Molekulare Regulationsmechanismen des PI3K/mTOR Signalweges im

Blasenkarzinom

Um die biologische Funktion des PI3K/mTOR Signalweges im Blasenkarzinom besser zu verstehen,
wurden verschiedene Schlisselmolekile mittels Small Molecule Inhibitoren oder RNA- Interferenz
entweder in ihrer Aktivitat oder ihrem Expressionsstatus inhibiert.

Dabei konnte nach Anwendung des Rapamycinderivates RADOO1 eine Abnahme der
Phosphorylierung von S6K1 und S6RP nachgewiesen werden (Abb. 8). Allerdings zeigte sich, anders
als in den meisten Veroéffentlichungen bisher beschrieben (Ma XM, 2009 ), keine hemmende Wirkung
auf die Phosphorylierung von 4E-BP1. Nach Anwendung der beiden PI3K Inhibitoren NVP- BEZ235
und NVP- BGT226 wurde dagegen eine Abnahme der Phosphorylierung von 4E-BP1 als auch von AKT,
S6K1 und S6RP deutlich (Abb. 10/11). Dabei konnte vor allem nach Inkubation mit NVP-BEZ235 ein
deutlicher Zusammenhang zwischen der Konzentrationskinetik von AKT und 4E-BP1 nachgewiesen
werden (Abb. 10). Nach dreitagiger Inkubation mit NVP-BEZ235 wurde eine neue partielle
Phosphorylierung von AKT an T308 und S473 beobachtet, welche allerdings keine Auswirkung auf die
Phosphorylierung von 4E-BP1 hatte. Um die Abhéangigkeit der 4E-BP1 Aktivitdit von mTOR
abschlieBend zu untersuchen wurde mittels mTOR shRNA die Expression von mTOR (mTORC1/2)
inhibiert. Dabei konnte, bei einer Abnahme der Phosphorylierung von mTOR, AKT, S6RP und S6K1,
keine Abnahme der Phosphorylierung von 4E-BP1 nachgewiesen werden (Abb. 13). Diese mTOR
unabhdngige 4E-BP1 Regulation wurde kirzlich auch in anderen Tumorentitdten beschrieben.
Iwamaru et al. beobachteten nach Inkubation von Gliomzellen mit Rapamycin eine Suppression der
Phosphorylierung von S6K1, nicht aber von 4E-BP1 (lwamaru A, 2007 ). Willett et al. zeigten nach
Inkubation von Myoblasten mit RADOO1 Uber einen Zeitraum von 72 Stunden eine Zunahme der
Phosphorylierung von 4E-BP1 (Willett M, 2009). Auch Chapuis et al. konnten nach der Inkubation von
Leukdmie- Zelllinien mit Rapamycin keine Suppression der Phosphorylierung von 4E-BP1 nachweisen
(Chapuis N, 2010). Dagegen beobachteten Chiong et al. nach der Inkubation der
Blasenkarzinomzelllinien UM-UC-3/ UM-UC-6/ UM-UC-9/ UM-UC-14 mit RADOO1 bei allen Zelllinien
eine konzentrationsabhangige Abnahme der Phosphorylierung von S6K1 als auch von 4E-BP1 (Chiong
E, 2011). Diese Ergebnisse konnten von unserer Arbeitsgruppe nach Behandlung der Zelllinien UM-
UC-3 und UM-UC-6 mit RAD0OO1 nicht reproduziert werden (personliche Kommunikation mit A. Sathe
und R. Nawroth). So zeigte die Inkubation mit RADOO1 keinen Einfluss auf die Expression oder
Phosphorylierung von 4E-BP1. Da die Arbeitsgruppe um Chiong et al. nicht das Gesamtprotein von
4E-BP1, sondern nur die phosphorylierte Form betrachtet hatte, kénnte die Abnahme der
Phosphorylierung an 4E-BP1 aus einer Abnahme des Gesamtproteins oder ungleichen
Proteinmengen in der Gel- Elektrophorese resultieren.

Zusammenfassend zeigen die Versuche dieser Arbeit, dass in den untersuchten Harnblasen-
karzinomzellen die Phosphorylierung von 4E-BP1 nicht von mTOR reguliert wird. Da die nach
dreitdgiger Inkubation mit NVP-BEZ235 beobachtete neue partielle Phosphorylierung an AKT nicht zu
einer Phosphorylierung von 4E-BP1 gefiihrt hat, scheint eine Beteiligung von AKT an der Regulation
von 4E-BP1 eher unwahrscheinlich (Abb. 14a). Dies lasst vermuten, dass die Aktivitdt von 4E-BP1 von
PI3K reguliert wird (Abb. 21). In wieweit andere unbekannte Molekiile bei der Regulation von 4E-BP1
eine Rolle spielen muss zukiinftig weiter evaluiert werden.
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Nach Inkubation mit dem PI3K Inhibitor NVP-BKM120 konnte wie auch zuvor nach Inkubation mit
NVP-BEZ235 und NVP-BGT226 eine Abnahme der Phosphorylierung von S6RP und S6K1 beobachtet
werden (Abb. 12). Eine Abnahme der Phosphorylierung von AKT wurde dagegen erst bei einer 100-
fach héheren Konzentrationen deutlich. Wahrend NVP-BKM120 als spezifischer Inhibitor von PI3Ks
der Klasse 1 beschrieben wurde (Maira SM P. S., 2012), scheint NVP-BKM120 in diesen Versuchen
mMTORC1 deutlich besser zu inhibieren als PI3K. Somit ist NVP-BKM120, wie auch die meisten anderen
PI3K Inhibitoren, nicht spezifisch gegen PI3Ks der Klasse 1 wirksam. Im Gegenteil weisen diese
Ergebnisse auf eine geringe Wirkung gegen PI3Ks der Klasse 1 bei besserer Wirkung gegen PI3Ks
anderer Klassen wie beispielweise mTOR hin. Daher unterstiitzen diese Ergebnisse das Modell,
welches eine mTOR unabhdngige Regulation von 4E-BP1 beschreibt (Abb. 21). Eine Auswirkung auf
die Phosphorylierung von 4E-BP1 zeigte sich sogar erst bei Konzentrationen zwischen 500 und
1000nM, was nicht mehr als spezifische Wirkung angesehen werden sollte. Neben einer geringen
Spezifitat von NVP-BKM120 gegen PI3Ks der Klasse 1, konnte dies auf eine Regulation von 4E-BP1
durch weitere Molekiile aulRer PI3K hinweisen, die nach Zugabe von NVP-BEZ235 und NVP-BGT226,
nicht aber nach Zugabe von NVP-BKM120 inhibiert wurden. Zur genaueren Charakterisierung des
Wirkprofils von NVP-BKM120 sind aber basierend auf den Daten dieser Arbeit weitere
Untersuchungen erforderlich.

Nach Inkubation mit RADOO1 konnte des weiteren eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT
sowohl nach einstiindiger als auch nach dreitagiger Inkubation beobachtet werden (Abb. 8/14a).
Diese S6K1 abhangige Aktivierung von PI3K wurde bereits von Carracedo et al. an Mamma- CA
Zelllinien beschrieben (Carracedo, 2008). Die Bedeutung fir die klinische Anwendung muss allerdings
noch evaluiert werden. Derzeit wird eine Regulation des Aktivierungsstatus von AKT (iber PDK1 und
MTORC2 beschrieben (Abb. 4) (Bai X, 2010) .

Nach Transduktion mit einem mTOR shRNA Adenovirus konnte hier ebenfalls ein deutlicher Einfluss
von mTOR auf die Aktivierung von AKT nachgewiesen werden (Abb. 13). So zeigte sich nach
Herabregulation der mTOR mRNA eine Inhibition der Phosphorylierung von AKT sowohl an S473 als
auch an T308. Diese Effekte konnten auch von Sarbassov et al. nach Inhibition der mTOR Expression
mittels mTOR shRNA beobachtet werden (Sarbassov DD G. D., 2005).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die derzeit gliltigen Modelle, die eine Phosphorylierung von
AKT an S473 durch mTORC2 beschreiben, welche eine vollstandige Phosphorylierung von AKT an
T308 ermoglicht (Bai X, 2010; Sarbassov DD G. D., 2005; Julien LA, 2010).

In weiteren Versuchen konnte bei der Zelllinie T24 nach einstiindiger mTORC1 Inhibition mit RAD001
eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT an S473 nachgewiesen werden (Abb. 8), wahrend erst
nach einer Inkubationszeit von drei Tagen eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT an T308
deutlich wurde (Abb. 14a). Dies kénnte bedeuten, dass die Inhibition von mTORC1 schon nach einer
Stunde zu einer Aktivitdtszunahme von mTORC2 gefiihrt hat, in der Annahme, dass pAKT (S473) als
direktes Ziel mTORC2 nachgeschaltet ist (Bai X, 2010; Julien LA, 2010).

Eine Abhéngigkeit der mTORC2 Aktivitdt von mTORC1 wurde ebenfalls von Julien et al. beschrieben
(Julien LA, 2010).

Eine Zunahme der Phosphorylierung von GSK3B wurde sowohl nach Inkubation mit RADOO1 als auch
nach Inkubation mit NVP-BEZ235 nach drei Tagen beobachtet (Abb. 14b/15b). Dabei scheint eine
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partielle Phosphorylierung von AKT an S473 fiir eine Phosphorylierung von GSK3f ausreichend zu
sein.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung des PI3K/mTOR und MAPK Signalweges (modifiziert nach Nawroth R, 2011).

Sowohl nach Inhibition von mTORC1 durch RADOO1 als auch nach Inhibition von PI3K/mTOR durch
NVP-BEZ235 konnte eine Aktivitdtszunahme des MAPK Signalweges nachgewiesen werden (Abb.
14b/15b). Dabei zeigte sich nach einstiindiger und dreitagiger Inkubation mit RAD0OO1 eine Zunahme
der Phosphorylierung von ERK1/2 bei der Zelllinie RT112. Die Zelllinie T24, die Trager einer RAS
Mutation ist, zeigte nach einstiindiger Inkubation eine konstante Phosphorylierung von ERK1/2,
wéahrend nach drei Tagen eine Zunahme der Phosphorylierung von ERK1/2 beobachtet wurde (Abb.
15a/b). Nach Behandlung mit NVP-BEZ235 zeigte sich in beiden Zelllinien sowohl nach eintagiger
Inkubation als auch nach drei Tagen eine Zunahme der Phosphorylierung von ERK1/2.

Wechselwirkungen zwischen dem PI3K/mTOR und MAPK Signalweg wurden wiederholt beschrieben.
So kénnen beide Signalwege die Aktivitdt des anderen regulieren (Ma XM, 2009 ). Derzeit wird in der
Literatur beschrieben, dass ERK1/2 die Phosphorylierung von mTORC1 entweder (iber Hemmung von
TSC2 oder direkt Uber Interaktion mit der mTORC1 Untereinheit raptor verstarken kann (Castellano E,
2011). Eine Hemmung von mTOR bzw. S6K1 fiihrte dagegen uber IRS/PI3K und RAS zu einer
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Aktivitdtszunahme des MAPK Signalweges. In Tumorzellen und embryonalen Fibroblasten konnte
nach Inkubation mit RAD0OO1 eine Aktivierung des MAPK Signalweges beobachtet werden (Carracedo,
2008; Zhang J, 2008), wobei eine Auswirkung auf die Expression von mTORC2, AKT und anderen
Proteinen wie TSC1/2 und RHEB nicht nachgewiesen werden konnte. Zellen, die eine erhohte
Aktivitat der PI3K zeigten, wiesen eine besonders starke Aktivierung des MAPK Signalweges auf.
Durch Inhibition der PI3K mittels LY294002 konnte die ERK1/2 Phosphorylierung nach Rapamycin
Behandlung reduziert werden (Carracedo, 2008).

Mogliche Ursache fiir die unsere Beobachtungen kdnnten verschiedene Mechanismen sein lber die
der PI3K/mTOR Signalweg die Aktivitdit des MAPK Signalweges reguliert. So scheint in unseren
Versuchen die Inhibition von PI3K durch NVP-BEZ235 zu einer direkten Aktivierung des MAPK
Signalweges zu flihren (Abb. 15b). Dagegen scheint eine Inhibition von mTORC1/S6K1 durch RAD0O1,
eine indirekte Aktivierung des MAPK Signalweges zur Folge zu haben (Abb. 21). Ursache dieses
Effektes konnte die wiederholt beschriebene S6K1 abhadngige Aktivierung von PI3K nach mTORC1
Inhibition sein (Carracedo, 2008).

Da die Aktivitat des MAPK Signalweges sehr sensibel auf Verdnderungen des intra- und
extrazellularen Milieus reagiert, sollte neben einer Aktivierung des MAPK Signalweges durch
Hemmung des PI3K/mTOR Signalweges auch eine unspezifische Aktivierung in Erwdgung gezogen
werden. Dabei kommt es zu einer Aktivierung des MAPK Signalweges nach Behandlung mit
zytotoxischen Substanzen als Ausdruck zelluldren Stresses, was eine Inhibition der Apoptose und eine
Stimulation der Translation von pro-survival Proteinen, v.a. der Bcl-2 Familie, zur Folge hat (Herr |,
2001; Ballif BA, 2001).
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5.3 Funktionelle Bedeutungen der Regulationsmechanismen des

PI3K/mTOR Signalweges

Nach der Anwendung verschiedener Inhibitoren gegen Molekiile des PI3K/mTOR Signalweges konnte
nach Inkubation mit dem PI3K Inhibitor NVP-BEZ235 eine signifikante Inhibition von Zellzahl (Abb.
17a/b), Proliferation (Abb. 18a/b) und Stoffwechselaktivitdt (Abb. 20a/b) nachgewiesen werden.
Dagegen wurde nach Behandlung mit dem mTORC1 Inhibitor RAD0OO1 keine signifikante Auswirkung
auf Proliferation (Abb. 18a/b) und Stoffwechselaktivitat (Abb. 20a/b) deutlich. Des weiteren zeigten
sich, im Vergleich mit NVP-BEZ235, nach RAD001 Behandlung geringere Auswirkungen auf die
Zellzahl.

Eine geringe Wirksamkeit von RAD0OO1 konnte in Harnblasenkarzinomzelllinien bereits beobachtet
werden. Dabei wurde nach Inkubation mit RADOO1 mittels MTT- Assay keine signifikante Auswirkung
auf Stoffwechselaktivitdt von Blasenkarzinomzellen nachgewiesen (Vasconcelos-Ndbrega C, 2011).
Nach Zellzyklusanalyse mittels Propidium- Jodid konnte ebenfalls keine signifikante Hemmung der
Proliferation beobachtet werden. Chiong et al. konnten nach Inkubation mit RADOO01 keine
signifikanten Auswirkungen auf das Wachstum von Blasenkarzinomzelllinien beobachten (Chiong E,
2011). Hierflir wurde das Wachstum mittels Kristall- Violett und (3H)- Thymidin-Assay untersucht.
Der starkere Effekt von NVP-BEZ235 auf Wachstum, Proliferation und Stoffwechselaktivitat in
unseren Versuchen kénnte durch die gleichzeitige Hemmung der Phosphorylierung von 4E-BP1 und
S6K1 erklart werden. Die beobachtete Phosphorylierung von AKT zeigte dagegen nur geringe
Auswirkungen auf die untersuchten Zellfunktionen. Trotz dieser Phosphorylierung wurde nach
Behandlung mit NVP-BEZ235 die Proliferation, Wachstum und die Stoffwechselaktivitat der Zellen
signifikant gehemmt (Abb. 18a,b/17a,b/20a,b). Allerdings kdnnte die hier nachgewiesene
verminderte Caspaseaktivitat ein direkter Effekt der Phosphorylierung von AKT und GSK3 sein (Abb.
19a/b). So ist fur AKT eine Hemmung der Apoptose Uber eine verminderte Freisetzung von
Cytochrom C, der Inaktivierung des proapoptotischen Faktors BAD (Song G, 2005), des
Transkriptionsfaktors FOXO (Burgering BM, 2003) und der Serin-Threonin Kinase GSK3f (Pap M, 1998)
beschrieben. In vitro konnte durch Inhibition von AKT bei Lungenkarzinomzellen Apoptose und
Zellzyklusarrest induziert werden (LoPiccolo J, 2007). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
Uberwiegen jedoch die Effekte, die durch Inhibition der Phosphorylierung von 4E-BP1 und S6K1
erzielt werden.

Nach Inhibition der Expression von mTOR mittels mTOR shRNA wurde eine Abnahme der
Caspaseaktivitat nachgewiesen, obwohl nicht wie zuvor nach Behandlung mit RADO01 und NVP-
BEZ235 eine Zunahme der Phosphorylierung von AKT deutlich wurde (Abb. 19c). Des weiteren wurde
nach mTOR knock-down wie auch nach Behandlung mit NVP-BEZ235 und RADOO1 eine Abnahme der
Stoffwechselaktivitdt beobachtet (Abb. 20c). Dagegen zeigte sich eine Zunahme der Zellzahl und
Proliferation (Abb. 17¢/18c). Wihrend eine Hemmung von Proliferation, Wachstum und Zunahme
von Apoptose durch Herabregulation von mTOR in verschiedenen Tumorentitdten nachgewiesen
werden konnte, wurde ein Zusammenhang dieser Effekte mit molekularen Regulationsmechanismen
bisher noch wenig untersucht (Matsubara H, 2012; Liu MY, 2011). Zhang et al. konnten in
Kolonkarzinomzellen nach knockdown von mTOR eine Inhibition von Proliferation, Zellzahl sowie
eine Zunahme der Apoptose nachweisen (Zhang YJ, 2009). Auf molekular Ebene zeigte sich dabei
allerdings eine Abnahme der Phosphorylierung von S6K1 und 4E-BP1. Versuche mit Harnblasen-
karzinomzelllinien wurden bisher noch nicht verdffentlicht. Des weiteren wurden noch keine

68



Untersuchungen veréffentlicht, in denen nach knock-down von mTOR eine Zunahme der Expression
und Phosphorylierung von 4E-BP1 deutlich wurde. Die Zunahme von Zellzahl und Proliferation
kénnte somit als eine direkte Auswirkung der Zunahme von Expression und Phosphorylierung von 4E-
BP1 erklart werden.

Somit scheint 4E-BP1 eine zentrale Rolle in der Regulation der Zellfunktionen einzunehmen, wahrend
die funktionelle Bedeutung der Proteine upstream wie AKT und somit auch die wiederholt
beschriebene S6K1 abhangige Feedback- Aktvierung von PI3K anhand dieser Ergebnisse eher als
gering einzuschatzen ist. Die sinnvolle Anwendung von Rapamycinderivaten wadre damit
entscheidend davon abhangig, ob eine Regulation von 4E-BP1 liber mTOR oder PI3K vorliegt.
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5.4 Klinische Bedeutung von Inhibitoren des PI3K/ mTOR Signalweges in

der Therapie des Harnblasenkarzinom

mTOR- Inhibitoren zeigen bei einer Vielzahl von Tumorentitdten eine gute Wirksamkeit. So wurde
CCI-779 (Temsirolimus) im Jahr 2007 als erster mTOR Inhibitor mit onkologischer Indikation als First-
Line  Therapie flir Patienten mit metastasiertem  Nierenzellkarzinom  zugelassen
(Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft, 2012). Kiirzlich erfolgte auch die Zulassung zur
Therapie des refraktaren Mantellzelllymphoms. Die Wirksamkeit bei Patienten mit Mamma- oder
Bronchial-Karzinomen wird zur Zeit in Phase 3 Studien untersucht (www.clinicaltrials.gov, 2012).
RADO01 wird derzeit als Second-Line Therapie flr Patienten mit metastasierten
Nierenzellkarzinomen sowie zur Therapie von Neuroendokrinen Tumoren des Pankreas angewendet
(Battelli C, 2011; Kulke MH, 2011). Dagegen zeigten die ersten klinischen Studien mit Patienten mit
Harnblasenkarzinomen keine vielversprechenden Ergebnisse. Bei einer Phase 2 Studie von Seront et
al. wurden 17 Patienten mit metastasierten Harnblasenkarzinomen, die nicht auf eine Platin-
basierte Chemotherapie ansprachen, mit RAD0O01 behandelt (Seront E, 2010). Dabei konnte bei 3
Patienten (18%) fliir maximal 234 Tage ein stabiles Krankheitsbild beobachtet werden. Eine komplette
oder partielle Remission konnte nicht beobachtet werden. In einer weiteren Phase 2 Studie wurden
24 Patienten mit metastasierten Blasenkarzinomen, die nicht auf eine Platin- basierte
Chemotherapie ansprachen, mit einer Kombination aus RAD0O01 und Paclitaxel behandelt (Niegisch G,
2012). Dabei zeigten 4 Patienten (21%) eine partielle Remission und neun Patienten (37%) einen
stabilen Krankheitsverlauf. Gleichzeitig fielen bei 50% erhebliche hdmatologische Nebenwirkungen
auf. Fur Paclitaxel konnte klinisch bereits eine gute Wirksamkeit nachgewiesen werden. So wurde in
einer Phase 3 Studie mit Patienten mit Harnblasenkarzinomen die Wirksamkeit von Paclitaxel/
Cisplatin/ Gemcitabin mit dem etablierten Schema Cisplatin/ Gemcitabin verglichen. Dabei zeigte die
Kombination mit Paclitaxel eine bessere Ansprechrate (55%/43,6%) und eine liangere Uberlebenszeit
der Patienten (15,8 Monate/ 12,7 Monate) (Bellmunt J v. d.-A., 2012).

Ursache dieser fehlenden Wirksamkeit von RADO01 koénnten die hier beschriebenen
Regulationsmechanismen sein. So kdnnen mTORC1 Inhibitoren offensichtlich eine gute Wirksamkeit
nur dann erreichen, wenn sowohl die Aktivitat von S6K1 als auch von 4E-BP1 von mTORC1 reguliert
wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen die Frage auf, ob Rapamycinderivate fiir die Therapie von
Patienten mit Blasenkarzinomen so gut geeignet sind wie bei Patienten mit anderen Tumorentitaten.
Vielversprechender scheint dagegen die Anwendung von PI3K Inhibitoren wie NVP-BEZ235 zu sein.
Dabei kdnnte als limitierender Faktor die Aktivierung des MAPK Signalweges eine wichtige Rolle
spielen. So konnte in weiteren Versuchen nach Inkubation mit NVP-BEZ235 und dem ERK1/2
Inhibitor UO126 eine signifikant starkere Hemmung von Wachstum, Apoptose und Proliferation
gegeniber der alleinigen Behandlung mit NVP-BEZ235 nachgewiesen werden (Nawroth R, 2011).

Die hier beobachtete Aktivierung des MAPK Signalweges nach mTORC1 Inhibition gilt als weiterer
limitierender Faktor bei der Anwendung von Inhibitoren des PI3K/mTOR Signalweges und konnte
auch schon in klinischen Studien nachgewiesen werden. In einer Phase 1 Studie wurden 10 Patienten
mit metastasierten Karzinomen (acht mit Mamma-CA, ein Patient mit einem malignem Melanom und
ein Patient mit einem Kolon-CA) mit dem mTORC1 Inhibitor RAD0O01 behandelt (Carracedo, 2008).
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Nach einer Behandlungszeit von 4 Wochen wurden bei 50% immunhistochemisch signifikant erhéhte
Level an phosphoryliertem ERK (Thr202/Tyr204) nachgewiesen. Welchen Einfluss die Aktivierung des
MAPK Signalweges auf die Wirksamkeit der mTOR Inhibitoren hat ist in klinischen Studien trotz
immer haufigerer Anwendung noch nicht untersucht worden.

Des weiteren konnte in vielen Tumorentitdten ein Zusammenhang zwischen phosphoryliertem AKT
(an S473) und einer schlechten Prognose nachgewiesen werden, weshalb AKT als ein
vielversprechendes Ziel fur die Anwendung von Target Therapien gilt (LoPiccolo J, 2007). Allerdings
zeigten AKT Inhibitoren in der Klinik bisher keine gute antitumordse Wirksamkeit. So zeigten in den 3
bisher veroffentlichten Phase 2 Studien mit Patienten mit verschiedenen Tumorentitdten 7 von 68
Patienten zeitweise einen stabilen Krankheitsverlauf. Ein Ansprechen der Therapie im Sinne einer
partiellen oder vollstdndigen Remission konnte nicht nachgewiesen werde (LoPiccolo J, 2007).

Somit stellt sich die Frage, ob die Anwendung von Inhibitoren gegen mTORC1 oder AKT eine
geeignete Strategie als Target- Therapie im Harnblasenkarzinom darstellt. So scheint, aufgrund der
hier beobachteten Regulationsmechanismen, die Wirksamkeit von mTORC1 Inhibitoren im
Harnblasenkarzinom begrenzt und der Einfluss von AKT auf die Zellfunktionen gegeniiber anderen
Proteinen des mTOR Signalweges eher gering zu sein. Allerdings lieferte auch die erste Studie mit
NVP-BEZ235, das in unseren Versuchen eine bessere Wirksamkeit aufwies, ein enttduschendes
Ergebnis. In der ersten veroffentlichten Phase 1 Studie mit 51 Patienten wurde bei 2 Patienten (4%)
eine partielle Remission beobachtet (Burris H, 2010). Bei einer Patientin mit HER2/neu negativem,
Ostrogen Rezeptor positiven Mammakarzinom und einem Patienten mit Cowden Syndrom (PTEN
Mutation), der ein Bronchialkarzinom entwickelt hatte. Bei 13 Patienten (27%) wurde ein stabiler
Krankheitsverlauf fiir durchschnittlich 4 Monate beobachtet.

Somit stellt aufgrund komplexer Regulationsmechanismen und Wechselwirkungen des PI3K/mTOR
und des MAPK Signalweges eine Inhibierung von einzelnen Targets dieser Signalwege wahrscheinlich
kein vielversprechendes Therapiekonzept dar. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass
ein erfolgreiches Therapieansprechen nur nach gleichzeitiger Inhibition verschiedener
Schliisselproteine beider Signalwege erzielt werden kann.

Eine weitere Ursache fiir die schlechte klinische Wirksamkeit von Inhibitoren gegen Proteine des
PI3K/mTOR Signalweges konnte eine nicht immer eindeutig geklarte Targetspezifitat vieler
Substanzen sein. So wurde fiir die meisten PI3K Inhibitoren, neben der Inhibition von PI3K und mTOR,
eine inhibierende Wirkung auf eine Vielzahl anderer Kinasen und Transkriptionsfaktoren beschrieben
(Gharbi SI, 2007). Auch bei den Substanzen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, zeigten sich
teilweise erhebliche Abweichungen von den beschriebenen Wirkprofilen. Besonders deutlich konnte
dies nach Anwendung des PI3K Inhibitors NVP-BKM120 beobachtet werden. Als spezifischer Klasse 1-
PI3K Inhibitor beschrieben (Maira SM P. S., 2012), zeigte sich in unseren Versuchen eine geringe
Spezifitat gegen PI3K, bei erheblich hoherer Spezifitdit gegen mTOR. Ohne hinreichend untersuchte
Spezifitat der Substanzen wird das Anwendungsspektrum von Target- Therapien schwer zu definieren
sein, wodurch auch zukiinftig keine bestmdogliche Therapie sichergestellt werden kann.
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5.5 Ausblick

MTOR- Inhibitoren haben bei einer Vielzahl von Tumorentitdten eine gute antitumordse Wirksamkeit
gezeigt. So wurden RADOO1 und CCI-779 bereits flr die Therapie von Patienten mit metastasierten
Nierenzellkarzinomen zugelassen und befinden sich in anderen Tumorentitdten bereits in weit
fortgeschrittenen klinischen Studien. Dagegen lieferten die ersten beiden Phase 2 Studien des mTOR
Inhibitors RADO01 ernilchternde Ergebnisse beziglich der Wirksamkeit von Inhibitoren des
PI3K/mTOR Signalweges bei Patienten mit Blasenkarzinomen (Seront E, 2010; Niegisch G, 2012).

Eine mogliche Ursache kdnnte dabei die hier beschriebene Regulation des 4E-BP1 {iber PI3K und
nicht wie in der Regel liber mTORC1 sein, was in diesen Versuchen den entscheidenden Unterschied
der Uberlegenheit von NVP-BEZ235 gegeniiber RADO01 ausmachte. Dem entsprechend konnten
S6K1 und 4E-BP1 als die besten Ziele fiir eine Anwendung von Inhibitoren des PI3K/mTOR
Signalweges im Harnblasenkarzinom identifiziert werden. Die Bedeutung der Proteine upstream von
MTOR wie AKT stellte sich in diesen Versuchen als eher gering dar.

Somit konnte NVP-BEZ235 eine vielversprechende neue Substanz unter den Inhibitoren des
PI3K/mTOR Signalweges zur Anwendung im Harnblasenkarzinom sein. Allerdings wurden bis heute
noch keine Ergebnisse zu klinischen Studien mit Patienten mit Blasenkarzinomen veréffentlicht. Der
limitierende Faktor bei der Anwendung von NVP-BEZ235 als Monotherapie kénnte dabei die
Aktivierung des MAPK Signalweges sein. Einen aussichtsreicher Ansatz fiir diese Problematik stellt
eine Kombination aus NVP-BEZ235 und einem ERK1/2 Inhibitor dar. Nach Inkubation mit einer
Kombination aus NVP-BEZ235 und dem ERK1/2 Inhibitor UO126 konnte in Blasenkarzinomzelllinien
gegeniber der Inkubation mit NVP-BEZ235 eine signifikant stdrkere Inhibition auf Wachstum,
Apoptose und Proliferation der Zellen nachgewiesen werden (Nawroth R, 2011). Engelmann et al.
konnten bei Mausen mit Lungentumoren nach 2 woéchiger Behandlung mit NVP-BEZ235 und dem
ERK1/2 Inhibitor ARRY-142886 eine deutliche Auswirkung auf die TumorgroBe beobachten
(Engelman JA, 2008). Dabei zeigte sich gegeniiber der Monotherapie mit NVP-BEZ235 oder ARRY-
142886 eine erhebliche Uberlegenheit der Kombinationstherapie. Weitere Nebenwirkungen konnten
bei den Tieren nicht beobachtet werden.

Um eine individuelle und bestmdogliche Therapie mit Inhibitoren gegen Molekiile des PI3K/mTOR
bzw. des MAPK Signalweges zu gewahrleisten wird in Zukunft die Identifizierung von Molekilen eine
wichtige Rolle spielen, die als pradiktive Marker geeignet sind. So konnten bei Patienten mit
Nierenzellkarzinomen bereits hohe Level an pS6K1 und pAKT als pradiktive Faktoren fiir das
Ansprechen einer Therapie mit dem mTOR Inhibitor CCI-779 identifiziert werden (Cho D, 2007).
Patienten, bei denen weder pS6k1 noch pAKT nachgewiesen wurden, zeigten alle kein Ansprechen
auf die Therapie mit CCI-779.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bezliglich der molekularen Steuerung und funktionellen Bedeutung des
PI3K/mTOR und des MAPK Signalweges deuten darauf hin, dass sich diese Signalwege, wenn optimal
inhibiert, als therapeutische Ziele sehr gut eignen. Des weiteren konnten die Proteine identifiziert
werden, denen dabei eine Schlisselrolle zukommt. Welchen Stellenwert die Inhibitoren des
PI3K/mTOR und MAPK Signalweges in der Therapie von Patienten mit metastasierten Harnblasen-
karzinomen einnehmen werden, muss zukiinftig in klinischen Studien evaluiert werden.
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6 Zusammenfassung

Das Harnblasenkarzinom ist der haufigste Tumor der ableitenden Harnwege und damit bei Mannern
an dritter und bei Frauen an flnfter Stelle der haufigsten malignen Tumorerkrankungen (Robert-
Koch-Institut, 2010). In Deutschland erkranken jahrlich ca. 25.000 Menschen neu an Harnblasenkrebs.
Durch die demographische Entwicklung hat die Inzidenz des Blasenkarzinoms in den vergangenen 60
Jahren stetig zugenommen. (Robert-Koch-Institut, 2010).

Uber 90% aller Harnblasenkarzinome gehen vom Urothel aus, etwa 7% sind Plattenepithelkarzinome
und in 1-2% der Falle liegt ein Adenokarzinom vor (Raghavan D, 1995; Anderstrom C, 1983; Johnson
DE, 1976). Weniger als 1% entstehen sekundar durch Infiltration von anderen Malignomen oder
durch Metastasierung. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung weisen 70% der Patienten ein
oberflachliches Tumorstadium auf. Ein hohes Rezidivrisiko von 50-70% ist fiir dieses Tumorstadium
charakteristisch (Ribben H, 1998). In 10-30% der Falle kommt es zu einer Progression und somit zu
einem muskelinvasiven Harnblasenkarzinom mit deutlich verschlechterter Prognose. Trotz
chirurgischer Versorgung mittels radikaler Zystektomie und Platin-basierter Chemotherapie
entwickeln die Halfte der Patienten unter Therapie ein Rezidiv mit Metastasen. Diese Patienten
weisen bei einer medianen Uberlebenszeit von 14 Monaten eine besonders schlechte Prognose auf,
die in den letzten 20 Jahren trotz standiger Weiterentwicklung der Chemotherapieregime nicht
verbessert werden konnte (Vom Dorp F, 2008).

Bei der Initiation und Progression von Blasenkarzinomen spielt die Aktivierung intrazelluldrer
Signalwege eine wichtige Rolle (Wu, 2009; Cheng L, 2010). Einer dieser Signalwege ist der PI3K/mTOR
Signalweg, der in vielen Tumorentitaten wie auch im Blasenkarzinom haufig Mutationen aufweist
und somit ein geeignetes Ziel fur die effektive Anwendung von Targettherapeutika darstellt
(Engelman JA, 2008; Bai X, 2010). Der PI3K/mTOR Signalweg wird durch eine Vielzahl verschiedener
Faktoren aktiviert und spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation von Wachstum, Proliferation,
Apoptose und Stoffwechselaktivitat.

Inhibitoren des PI3K/mTOR Signalweges haben in verschiedenen Tumorentititen eine gute
antitumorodse Wirksamkeit gezeigt. So wurden die mTORC1 Inhibitoren Everolimus und Temsirolimus
fiir die Therapie von Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen zugelassen und befinden
sich in anderen Tumorentitdten bereits in weit fortgeschrittenen klinischen Studien (Battelli C, 2011;
Kulke MH, 2011). Andere maligne Tumore wie Glioblastome und Melanome zeigten dagegen kein
Ansprechen.

Im Harnblasenkarzinom gehdren Alterationen des PI3K/mTOR Signalweges zu den am haufigsten
beobachteten Mutationen. Meistens sind die Gene von PTEN oder PI3K betroffen, seltener das AKT1
Gen (Knowles MA, 2009). Mutationen im PTEN Gen konnten bei invasiven Tumoren je nach
Tumorausdehnung in 24-58% der Falle nachgewiesen werden, wdhrend bei nicht invasiven
Karzinomen nur vereinzelt Mutationen auftraten. Eine Korrelation zwischen einer verminderten
PTEN Expression und einer fortgeschrittenen Tumorausdehnung konnte in verschiedenen Studien
beobachtet werden (Schultz L, 2010; Puzio-Kuter AM, 2009; Aveyard JS, 1999; Cappellen D D. G,,
1997; Kagan J, 1998). Bei Patienten mit invasiven Blasentumoren konnte eine Korrelation zwischen
hohen Leveln an phosphoryliertem mTOR und phosphorylierter S6K1 mit einer fortgeschrittenen
Tumorausdehnung und schlechten Prognose nachgewiesen werden (Hansel DE, 2010 ).
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Trotz dieser Daten ist die Funktion des PI3K/mTOR Signalweges im Blasenkarzinom bis jetzt wenig
untersucht worden. In den ersten praklinischen Studien mit PI3K Inhibitoren wiesen diese nur
geringe antitumordse Wirkungen auf (Wu X, 2004; Gupta AK, 2003), wahrend mTOR Inhibitoren im
Mausmodell eine gute Wirksamkeit zeigten (Makhlin I, 2010; Hansel DE, 2010 ). In den ersten Phase
2 Studien mit Patienten mit metastasierten Blasenkarzinomen wies der mTOR Inhibitor
Everolimus/RADOO01 der Firma Novartis Pharma GmbH dagegen keine gute Wirksamkeit auf (Seront E,
2010; Niegisch G, 2012).

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung des PI3K/mTOR Signalweges fir die Therapie des
Harnblasenkarzinoms untersucht. Dafiir wurde nach gezielter Hemmung verschiedener
Schlisselproteine des PI3K/mTOR Signalweges die Auswirkung auf Signaltransduktion und
Zellfunktionen wie Wachstum, Apoptose, Proliferation und Stoffwechselaktivitat analysiert.

In unseren Versuchen konnten wir in 7 von 9 Harnblasenkarzinomzelllinien einen konstitutiv aktiven
PI3K/mTOR Signalweg nachweisen. Durch die Hemmung von mTOR wurde die Phosphorylierung von
S6K1 gehemmt. Die Phosphorylierung von 4E-BP1 konnte durch Anwendung der Klasse 1 und 3 PI3K-
Inhibitoren NVP-BEZ235 und NVP-BGT226 inhibiert werden, nicht aber wie durch mTORC1 Inhibition
mit RADOO1. Die gleichzeitige Inaktivierung der S6K1 und des 4E-BP1 durch NVP-BEZ235 wurde als
entscheidender Faktor fir die effektivere Hemmung von Wachstum, Proliferation und
Stoffwechselaktivitdat identifiziert. Eine Reaktivierung von AKT hatte dagegen nur geringe
Auswirkungen auf die Wirksamkeit der von uns verwendeten Substanzen. Die Wechselwirkung
zwischen PI3K/mTOR und MAPK Signalweg wird direkt Gber PI3K und indirekt Gber S6K1 vermittelt
(Castellano E, 2011). Allerdings konnte in unseren Versuchen auch durch Hemmung von PI3K und
MTOR durch NVP-BEZ235 eine Aktivierung des MAPK Signalwegs nicht verhindert werden. Eine
Kombination aus NVP-BEZ235 und einem ERK1/2 Inhibitor zeigte in einem Lungentumor Mausmodell
bereits synergistische Effekte auf Tumorwachstum ohne Auftreten weiterer toxischer
Nebenwirkungen (Engelman JA, 2008).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bezliglich der molekularen Steuerung und funktionellen Bedeutung des
PI3K/mTOR und des MAPK Signalweges deuten darauf hin, dass sich diese Signalwege, wenn optimal
inhibiert, als therapeutische Ziele sehr gut eignen. Des weiteren konnten die Proteine identifiziert
werden, denen dabei eine Schllsselrolle zukommt. Dabei kdnnte eine Inhibition der Signalwege an
verschiedenen molekularen Punkten den Schlissel flir ein erfolgreiches Therapieansprechen
darstellen. NVP-BEZ235 zeigte in unseren eine gute Wirksamkeit und sollte in Kombination mit einem
Inhibitor des MAPK Signalweges als Studienmodell fiir die Therapie von Patienten mit metastasierten
Blasenkarzinomen in Betracht gezogen werden. Durch die komplexen Wechselwirkungen der
Proteine des PI3K/mTOR Signalweges untereinander und die Wechselwirkungen mit anderen
Signalwegen wie dem MAPK Signalweg wird es allerdings auch in Zukunft schwierig sein die
Funktionen der verschiedenen Proteine endgiiltig aufzuklaren. Welchen Stellenwert Inhibitoren des
PI3K/mTOR und MAPK Signalweges in der Therapie von Patienten mit metastasierten
Harnblasenkarzinomen einnehmen werden, muss daher zukinftig in klinischen Studien noch weiter
evaluiert werden.
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8 Abkirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

NM Nano Mol

4E-BP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
elFAE Eukaryotic translation initiation factor 4E

ADP Adenosindiphosphat

AML Akute myeloische Leukamie

AMP Adenosinmonophosphat

AP23573 mMTOR Inhibitor (Deforolimus)

APS Ammoniumperoxidsulfat

ATP Adenosintriphosphat

Bad Promoter der Apoptose, Bcl-2 hemmendes Protein
BBN N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine

BCG Bacille Calmette-Guérin

BrdU Bromdesoxyuridin

BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
CCI779 MTOR Inhibitor ( Temsirolimus)

Cu Kupfer

CYP Cytochrom P450

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid, Losungsmittel

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Endothelian Growth Factor

elF Eucaryotic translation Initiation Factor

Erk Extracellular signal-regulated kinase
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FACS

FCS

FGFR3

FKBP12

Foxo

FSC

GDP

GMP

Grb

GSK

GTP

HCL

HER2

IC50

IGF

IRS

kDa

LY294002

MAPK

MeOH

MESNA

MP

mMRNA

mSinl

mTOR

mTORC1

Fluorescence activated cell sorting (Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer)
Fetal Calf Serum (Foetales Kalberserum)

Fibroblast Growth Factor Receptor 3

FK506-bindende Protein

Transkriptionsfaktor

Forward scatter

Guanosindiphosphat

Guanosinmonophosphat

Growth factor receptor-bound protein

Glycogen synthase kinase

Guanosintriphosphat

Chlorwasserstoff

Human epidermal growth factor receptor
Konzentration, bei welcher 50% Inhibition erzielt wird
Insulin Growth Factor

Insulin-Rezeptor Substrat

Kilo Dalton

PI3K Inhibitor (Wortmannin)

Mitogen activated protein kinase

Methanol

2-Mercaptoethansulfonat-Natrium

Mercaptopurin

Messenger Ribonucleic Acid (Boten-RNA)
Mitotisch-aktiviertes-Proteinkinase-assoziiertes Protein 1
Mammalian Target of Rapamycin

mMTOR-Komplex1 (beinhaltet mTOR, Raptor und GBL)
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mTORC2 MTOR-Komplex2 (beinhaltet mTOR, Rictor, GBL und mSin1)

MVAC Polychemotherapieschema aus Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin und Cisplatin
NACL Natrium Chlorid
nM Nano Molar

NVP-BEZ235  PI3K/mTOR Inhibitor
NVP-BGT226  PI3K/mTOR Inhibitor

NVP-BKM120 PI3K Inhibitor

PBS Phosphate buffered saline

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PDK1 Pyruvate dehydrogenase kinase isoform 1

PenStrep Antibiotikamischung aus Penicillin, Streptomycin und stabilisierendem

Natriumchlorid zur Anwendung in der Zellkultur

PI3K Phosphoinositol 3-Kinase

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphat PIP

PMS Phenazinmethosulfat

PKB Proteinkinase B

PMS Phenazine Methosulfate

PTEN Phosphatase and Tensin homolog deleted on Chromosome 10
PVDF Polyvinylidenfluorid

RADOO1 MTOR Inhibitor (Everolimus)

RAF Rapidly growing fibrosarcoma

Raptor Regulatory-associated Protein of mTOR

Ras Rat sarcoma Proto Oncogen

Rb Retinoblastom

RHEB regulatory associated protein of mTOR

Rictor Rapamycin-insensitive Companion of mTOR

RPMI Zellkulturmedium am Roswell Park Memorial Institute entwickelt
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RT Raumtemperatur

S6K1 S6 Kinase 1

S6RP S6 Ribosomale Protein

SDS Natriumdodecylsulfat

Thr Threonin

SiRNA Small interfering RNA

SOS Son of sevenless

SSC Sideward scatter

TEMED N, N, N°,N’-Tetramethylethylendiamine

TGS Triglycinsulfat

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TSC Tuberous sclerosis complex

TUR Transurethrale Resektion

u Unit

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor, GefaRendothelialer Wachstumsfaktor
WHO World Health Organisation

XTT 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H- tetrazolium-5-carboxanilide inner salt
ZNS Zentrales Nervensystem
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