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1 Einleitung

Das Harnblasenkarzinom ist eine komplexe, heterogene Erkrankung, die in den
meisten Fallen vom Urothel ausgeht. Die Behandlung des lokal fortgeschrittenen
oder metastasierten Karzinoms bietet bisher kein zufriedenstellendes Ergebnis und
die Erkrankung ist somit noch immer mit einer schlechten Prognose

vergesellschaftet.

1.1 Epidemiologie

Das Harnblasenkarzinom ist die haufigste Krebserkrankung der ableitenden
Harnwege und die neunthaufigste Krebserkrankung weltweit (Ploeg et al., 2009).
2012 lag die Inzidenz weltweit bei ca. 429 000 Neuerkrankungen und die Mortalitat
bei ca. 165 000 (Ferlay et al., 2015). Laut Robert-Koch-Institut betrug In Deutschland
die Pravalenz fir ein invasives Harnblasenkarzinom im selben Jahr 15400
Menschen, davon 4 300 Frauen. Manner waren somit ca. viermal so haufig von
einem Harnblasenkarzinom betroffen wie Frauen (GEKID, 2015; Parkin et al., 2005).
Die Mortalitat in Deutschland lag bei 5500 Erkrankten. Die Sterberate war bei
betroffenen Frauen etwas héher (GEKID, 2015).

Viele, der an einem Harnblasenkarzinom Erkrankten sterben nicht an dieser
Erkrankung. Haufig aber kommt es zu Rezidiven, die eine erneute Behandlung
erfordern. Somit ist das Harnblasenkarzinom in den alteren Bevdlkerungsgruppen
eine der haufigsten und, durch die lange Behandlungsdauer, teuersten
Krebsentitaten (Botteman et al., 2003; Feldman et al., 1986; Sievert et al., 2009;
Vercelli et al., 1999). Die Erkrankung tritt haufiger bei Kaukasiern als bei Afrikanern,
Indianern, Lateinamerikanern und Asiaten auf (GEKID, 2015; NIH, 2016). Die
héchste Inzidenz findet sich dabei in den USA, Nord-Europa und Australien, die
niedrigste in Asien und in Afrika (John N. Eble, 2004; Pelucchi et al., 2006). Das
Risiko, an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken, steigt mit dem Alter. Nur jeder
Vierte erkrankt vor dem 65. Lebensjahr. In Deutschland betragt das mittlere Alter bei
Diagnosestellung 73 Jahre fur Manner und 76 Jahre fur Frauen (GEKID, 2015).



1.2 Pathologie

In Europa und den USA geht der Tumor in 90-95 % der Falle vom Urothel aus, in ca.
2 % sind es Plattenepithelkarzinome und in 1-2 % liegt ein Adenokarzinom zugrunde.
Die haufigste Lokalisation des Urothelkarzinoms ist die Harnblase (John N. Eble,
2004). Es kann jedoch Uberall dort entstehen, wo die Oberflache mit Urothel
ausgekleidet ist, also auch im Nierenbecken und im Harnleiter. Andere Tumorarten
der Harnblase, wie Sarkome oder Lymphome, stellen eine seltene Ausnahme dar.
Die Wand der Harnblase setzt sich aus vier bis sieben Schichten zusammen: dem
Urothel, das in Abhangigkeit der Fullung der Harnblase in der Schichtdicke variiert,
der darunter liegenden Lamina Propria, der Muscularis Propria und der Adventita
oder Serosa, die die Blase vom umgebenden Gewebe begrenzen (John N. Eble,
2004).

1.2.1 Grading
Beim Harnblasenkarzinom wird zwischen dem nicht-muskelinvasiven Karzinom
(,Non-Muscle-Invasive Bladder Cancer’;, NMIBC) und dem muskelinvasiven

Karzinom (,Muscle-Invasive Bladder Cancer“; MIBC) unterschieden.

Urothelkarzinom

_—____Gut

differenziertes Nen

Ja

PUNLMP
Urothelkarzinom

- Textur-

" abweichung © Texturfokal
Nein Ja Ja Nein

v

Urothelkarzinom WHO Urothelkarzinom WHO Urothelkarzinom WHO

Urothelkarzinom Urothelkarzinom

Abbildung 1.1 Flussdiagramm des Gradings eines nicht-invasiven Harnblasenkarzinoms. PUNLMP:

»Papillary Urothelial Neoplasm of Low Malignant Potential“, modifiziert nach Busch und Algaba 2002 (Busch and
Algaba, 2002)



Eine weitere Unterteilung erfolgt bei den nicht-invasiven Urothelkarzinomen in ,Low
Grade“ und ,High Grade“ nach dem Schema der WHO (Abbildung 1.1), basierend
auf dem Grad der Zellatypien und des Differenzierungsverlustes (John N. Eble,
2004).

1.2.2 Staging

Die wichtigste Information flUr das Staging eines Harnblasenkarzinoms ist die
Eindringtiefe in die Wandschichten (Magi-Galluzzi, 2013). Diese Information findet
sich im T-Stadium des TNM-Schemas der ,Union Internationale Contre le Cancer”
(UICC) wieder (UICC, 2009). Abhangig von der TNM-Klassifikation und der WHO-
Einteilung erfolgt die Stadieneinteilung und die Behandlung (Magi-Galluzzi, 2013).

Abbildung 1.2 und Tabelle 1.1 geben einen Uberblick tiber das TNM-Schema der
UICC von 2002, die Stadieneinteilung anhand des TNM-Stadiums und mogliche

Therapien laut der S3-Leitlinie des Harnblasenkarzinoms.

Tis Ta T1 T2a T2b/T3a T3b  Tda/b

Mukosa

Submukosa

Muskul aris
(Innen)

Muskul aris
(auken)

perivesikul ares
Fettgewebe

perivesikale Organe

Abbildung 1.2 Schematische Abbildung der T-Stadien beim Harnblasenkarzinom. Modifiziert anhand der
TNM Kilassifikation des UICC (UICC, 2009)



Stadium TNM Klassifikation mogliche Therapie laut S3-
Leitlinie Harnblasenkarzinom
Stadium Oa Ta, NO, MO TURB /. Installationstherapie
Stadium Ois Tis, NO, MO TURB /. Installationstherapie
Stadium | T1, NO, MO TURB /. Installationstherapie
Stadium |l T2a, b, NO, MO Zystektomie */. Chemotherapie
Stadium Il T3a, b, T4a, NO, MO Zystektomie */. Chemotherapie
Stadium VI T4b, NO, MO Chemotherapie
jedes T, N+ und/oder M+

Tabelle 1.1 Stadieneinteilung des UICC In Abhangigkeit der TNM Klassifikation. Therapievorschlage gemaf der

S3-Leitlinie Harnblasenkarzinom (Leitlinienprogramm Onkologie, 2016).

Das nicht-muskelinvasive Harnblasenkarzinom, das ca. 70 % der Karzinome bei
Diagnosestellung ausmacht, rezidiviert in 50-70 % der Falle. Ein Progress hin zu
einem muskelinvasiven Karzinom ist jedoch mit 15 % relativ selten (Prout et al.,
1992). Das muskelinvasive Karzinom verhalt sich jedoch hdchstaggressiv, schreitet

schnell fort und neigt zur Metastasierung. (Kamat et al., 2016).

1.2.3 Prognose

Die ,American Cancer Society“ gab 2014 ein 5-Jahres-Uberleben von 78 % an. Fiir
nicht-invasive Karzinome waren es 96 %. Fur invasive Karzinome sank die
5-Jahres-Uberlebensrate von 70 % fiir lokal begrenzte auf 5 % fiir metastasierte
Karzinome (ACS, 2014). Dabei waren das Staging und der Lymphknotenstatus

unabhangige prognostische Faktoren (Hautmann et al., 2012).

1.3 Therapie des Harnblasenkarzinoms

Die Therapie des Harnblasenkarzinoms unterscheidet zwischen oberflachlichen
Tumoren (pTis, pTa, pT1) und muskelinvasiven Tumoren (= pT2). Oberflachliche
Tumore werden standardmafRig mittels einer transurethralen Resektion des
Blasentumors und einer anschlieRenden Instillationstherapie mittels Mitomycin oder
Bacillus-Calmette-Guérin  (BCG) behandelt. Die Standardtherapie beim
muskelinvasiven Tumor ist hingegen die radikale Zystektomie, welcher
stadienabhangig eine Chemotherapie vorausgehen kann. Kommt es zum
Wiederauftreten der Erkrankung oder zu einer Metastasierung, ist eine

Chemotherapie indiziert (Leitlinienprogramm Onkologie, 2016). Das Standardschema
4



hierfir besteht seit Uber 25 Jahren aus Methotrexat, Vinblastin, Doxorubicin
(Adriamycin) und Cisplatin (M-VAC). Hierdurch wird ein medianes Uberleben von
12-15 Monaten erreicht (Sternberg et al., 1988). Ahnliche Uberlebensraten bei
niedrigerer Toxizitat bietet Gemcitabin plus Cisplatin (GC) (von der Maase et al.,
2005), das als gleichwertiges Schema in der Behandlung genutzt wird. Als
Zweitlinientherapie ist Vinflunin, mit einem Uberlebensvorteil von 6,9 Monaten
gegenuber 4,6 Monaten unter ,Best Supportiv Care“ (BSC), durch die Europaische
Arzneimittel-Agentur zugelassen (Bellmunt et al., 2013;
Leitlinienprogramm Onkologie, 2016). Seit 2016 ist durch die ,Food and Drug
Administration“ (FDA) mit Atezolizumab (Tecentrig®) ein Immuntherapeutikum fiir die
Behandlung von Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten
Urothelkarzinom, bei denen es zu einem Fortschreiten oder Wiederauftreten der
Erkrankung nach einer Chemotherapie kommt, zugelassen (AACR, 2016). Dieses
wird in Kapitel 1.6.2 besprochen. Seit der EinfUhrung der platinbasierten
Chemotherapie im Jahr 1985 hat sich die Prognose des fortgeschrittenen
Harnblasenkarzinoms nicht wesentlich gebessert. Es gab kaum klinisch relevante
Veranderungen bezuglich der Mortalitat (Abdollah et al., 2013). Somit besteht ein

dringender Bedarf flr eine Weiterentwicklung der Therapie.

1.4 Atiologie

Die Exposition des Urothels gegenuber dem Urin und seinen toxischen Metaboliten
ist wahrscheinlich fur die meisten Harnblasenkarzinome auslésend. Die potentiellen
Karzinogene sind entweder Ausscheidungsprodukte im Urin oder Stoffe die im Urin

aktiviert werden.

1.4.1 Risikofaktoren

Rauchen ist der wesentliche Risikofaktor fur die Entstehung eines
Harnblasenkarzinoms in den westlichen Landern. In einer grol3en prospektiven
Studie konnte gezeigt werden, dass die Hazard Ratio fur Manner mit 3.89 und fir
Frauen mit 4.65 fUr Raucher deutlich erhdht war. Auch fur frihere Raucher war das
Risiko an einem Harnblasenkarzinom zu erkranken noch deutlich erhdéht (Freedman
et al., 2011). Jedoch reduziert sich das Risiko nach Beendigung des Nikotinabusus in
25 Jahren um 60 % (Brennan et al., 2000). Im Zigarettenrauch sind Uber 60 bekannte
Karzinogene und Sauerstoffradikale vorhanden. Fur die Entstehung des
Harnblasenkarzinoms werden vor allem die aromatischen Amine im Zigarettenrauch
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als ursachlich angenommen (Hecht, 2006). Der Zusammenhang zwischen dem

Auftreten von Harnblasenkrebs und aromatischen Aminen --vor allem

2-Naphthylamine, Benzidine und deren Vorstufen und Derivate-- konnte in
epidemiologischen Studien und Laborversuchen nachgewiesen werden (Kogevinas

et al., 2003; Steineck et al., 1990; Vineis and Pirastu, 1997).

Es wird angenommen, dass die Exposition am Arbeitsplatz gegenuber bestimmten
chemischen Substanzen fur 5-10 % der Harnblasenkarzinome verantwortlich ist
(Kogevinas et al., 2003). Hier sind vor allem Arbeiter in der Farbemittelindustrie, der
Gummiindustrie, im Guterkraftverkehr, im Leder verarbeitenden Handwerk, sowie

Maler, Lackierer, Metallarbeiter, Automechaniker und Friseure betroffen (Bosetti et

al., 2005; Gaertner et al., 2004; Kogevinas et al., 2003; Takkouche et al., 2009).

Risikofaktor

Karzinogen oder

Karzinogenese

Bewertung

Berufliche Belastung

Aromatische Amine
Farbermittelindustrie
Gummiindustrie
Maler

Gerber
Metallindustrie
Lastwagenfahrer
Friseure

Exposition gegenliber
karzinogenen Chemikalen wie
z.B. aromatischen Aminen,
polzyklischen Hydrokarbonen
Dieseldampfe

reduziertes Entleeren der Blase

fir aromatische Amine besteht
ein reeller Zusammenhang

Erndahrung

Karzinogene im Trinkwasser

z.B Chlor, Arsen

fur Arsen reell, moglich flr
andere

Erkrankungen des
Harntraktes

Schistosoma haematobium
Zystitis
andere

Chronische Inflammation
und/oder erhohter
Metabolismus

fir Schistosoma haematobium
besteht ein reeller
Zusammenhang

Medikamente

Phenacetin
Cylcophosphamid

Reell

Andere

positive Familienanamnese

Genetische Pradisposition

Reell

Genetische Polymorphismen
von Genen, die in die
Entgiftung von aromatischen
Amine eingebunden sind
(NAT1/NAT2, GTSM1)

erhohte Spiegel kanzerogener
Substanzen im Urin

Reell

Rauchen

Aromatische Amine und andere
Kanzerogene

Reell

Tabelle 1.2 Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Harnblasenkarzinoms. Frei nach Pelucchi et al.

2006(Pelucchi et al., 2006)



Das Risiko an, Blasenkrebs zu sterben, bleibt fur Gber 30 Jahre nach Beendigung
der Arbeit erhoht (Pira et al., 2010). Insgesamt wurden zwischen 1978 und 2010 in
der BRD ca. 2000 Harnblasentumore als Berufserkrankungen anerkannt (Butz,
2012). Auch zu nennen ist die vor allem in Afrika und Teilen Asiens auftretende
Bilharziose, ausgeldst durch Schistosoma haematobium. Hierbei kommt es aber
vermehrt zum Auftreten eines Plattenepithelkarzinoms (Hicks et al., 1977). In Tabelle

1.2 werden die wichtigsten Risikofaktoren nochmals aufgeflihrt und bewertet.

1.4.2 Familiare Disposition

Ein erhohtes Risiko besteht, wenn Verwandte an einem Harnblasenkrebs erkrankt
sind (Aben et al., 2002). Besonders hoch ist es, wenn die Diagnose dabei vor dem
60. Lebensjahr gestellt wurde (Goldgar et al., 1994).

1.5 Molekularbiologie des Harnblasenkarzinoms

Das Harnblasenkarzinom ist eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung, die sich
durch eine besondere Tumorbiologie auszeichnet. Man spricht von einem ,Zwei-
Krankheiten-Modell“. Einerseits gibt es die nicht-invasiven ,Low-Grade“~-Tumore und
andererseits die, Uber den Zwischenschritt CIS entstehenden, muskelinvasiven
Tumore. Ein dritter Weg, der uber Hyperplasie und Dysplasie des Urothels zu einem
,High-Grade“-Tumor und spater zu einer muskelinvasiven Erkrankung fuhrt, wird
diskutiert. Man geht im Normalfall davon aus, dass sich ein ,Low-Grade“-Tumor,
aufgrund seiner genomischen Stabilitdt, nicht in ein invasives Karzinom
weiterentwickelt, aber zu einem lokalen Rezidiv fuhren wird (Knowles, 2006; Knowles
and Hurst, 2015; Lindgren et al., 2006). Vergleicht man die Entstehung eines nicht-
invasiven Urothelkarzinoms mit der eines invasiven Urothelkarzinoms, so fallt auf,
dass bei ersterem die Urothelzellen vermehrt durch Rezeptor-Tyrosin-Kinase
vermittelte Signalwege aktiv sind (Wu, 2005). Im Mausmodell konnte gezeigt werden,
dass ein hyperaktives H-Rat Sarcoma (Ras) ausreichend ist, um ein nicht-invasives
Urothelkarzinom hervorzurufen und H-Ras in ca. 30 % der Ta-Tumoren mutiert ist. In
50-80 % der Ta-umoren ist der ,Fibroblast Growth Factor Receptor 3“ (FGFR3)
verandert (Cappellen et al., 1999; Mo et al., 2007; van Rhijn et al., 2004). FGFR3
aktiviert den ,Mitogen-Activated Protein Kinase“ (MAPK) -Signalweg (Kanai et al.,
1997). Da die Mutationen sehr selten gemeinsam auftreten, ist davon auszugehen,

dass ein Grofteil der Ta-Tumore durch eine der beiden Veranderungen bedingt ist
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(Jebar et al., 2005; Wu, 2005). Mo et. al konnten im Mausmodell zeigen, dass
abhangig von der Aktivitat von FGFR3 oder H-Ras erst der MAPK-Signalweg und
dann der ,Phosphoinositid-3-Kinase“ (PI3K)/ ,v-akt Murine Thymoma Viral
Oncogene” (AKT) (PI3K/AKT)- und ,Signal Transducer and Activator of
Transcription® (STAT)-Signalweg aktiviert wurden (Mo et al., 2007). Im invasiven
Harnblasenkarzinom, das ca. 20-30 % der Karzinome ausmacht, findet man in etwa
50 % der Falle Defekte von ,Retinoblastoma Protein® (pRB) und p53 (Mitra et al.,
2006). TP53 ist ein sehr haufig mutiertes Gen in menschlichen Tumoren und sein
Produkt p53 ist entscheidend fir die Kontrolle der Apoptose innerhalb des

Zellzykluses und der genetischen Stabilitat (Vogelstein et al., 2000).

Hyperplasie > papillarer Ta Low-Grad Tumor
70-80%
= w |
M Hyperplasie und Rezidiv/
Dysplasie papillarer Ta High-Grade Tumor
Normales
4 ‘ I
Urothel y K .
! |
' Ky 15% : pRB*
Lspisalon. | 5 K :
/ |
/, / |
/ / [
! /’ |
/
' W/ ; 50%
flache Dysplasie e Cis - T1 5 Invasiver Tumor _5, Metastasen

20-30%

Abbildung 1.3 Das Zwei-Krankheiten-Modell. In der Mehrzahl der Falle ist die Entwicklung einer Hyperplasie

mit Mutation in HRAS und FGFR3 zu beobachten. Dies fluhrt zu einem nicht-invasiven Tumor. In invasiv
wachsenden Tumoren wird haufig eine Mutation fir RB und p53 nachgewiesen. Modifiziert nach Wu (Wu, 2005);

Knowles und Hurst (Knowles and Hurst, 2015).

Im Mausmodell war jedoch weder der Ausfall von pRB und p53 alleine noch

gemeinsam ausreichend, um ein muskelinvasives Harnblasenkarzinom zu

verursachen. Sie scheinen nétig flr die Tumorentstehung, aber erst die Behandlung

mit Butyl-Nitrosamin (BBN) induziert ein invasives Karzinom. Dies ist auf die
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Herunterregulierung von p107, einem Protein aus der pRb-Familie, zurlickzufuhren
(He et al., 2009). Beide Subtypen zeigen haufig eine Deletion des Chromosoms 9.
Dadurch beeinflusst sind vor allem die Tumorsuppressorgene CDKN2A, CDKN2B,
TSC1, PTCH1 und DBC1 (Knowles and Hurst, 2015). Das muskelinvasive Karzinom
zeigt dabei gehauft Alterationen in Genen, welche die DNA-Reparatur, die
Regulation von Chromatin, die Adhasion und die Sekretion beeinflussen. Diese
Vielzahl an Alterationen beglnstigen das Auftreten von weiteren chromosomalen
Aberrationen wie die Deletion von 8p, 2q, 11g (Kandoth et al., 2013; Knowles and
Hurst, 2015). In Abbildung 1.3 ist das sogenannte ,Zwei-Krankheiten-Modell“ als

Schaudiagramm dargestellt.

Das ,Zwei-Krankheiten-Modell“ reicht jedoch nicht aus, um die grof3en Unterschiede
im klinischen Verhalten innerhalb der Subgruppen zu erklaren. Darum wurde das
Konzept um Daten aus der Molekularforschung erweitert. Man versuchte
Alterationsmuster festzustellen, die eine bessere Einteilung der Krankheit zulassen,
mit Staging, Grading und dem Outcome Kkorrelieren und somit eine personalisierte
Behandlung ermdéglichen (Knowles and Hurst, 2015). So haben Sjodhal et al. eine
Unterteilung in finf Subtypen unternommen: ,Urobasal A“ (UroA), ,Urobasal B*
(UroB), ,Genomisch instabil“ (GU), ,Plattenepithelzellahnlich® (SCCL) und , Infiltriert"
(von Nicht-Tumorzellen durchwachsen). In Anlehnung an die Einteilung im
Brustkrebs wurde der Vorschlag gemacht, das ,Plattenepithelzellahnliche® als ,Basal”
zu bezeichnen (Sjodahl et al., 2012; Sjodahl et al., 2013). Diese Subtypen korrelieren
nur bedingt mit der pathologischen Einteilung, was den Schluss zulasst, dass
verschiedene Tumordignitaten in der pathologischen Einteilung in gleiche Gruppen

klassifiziert werden, wie in Tabelle 1.3 dargestellt.

UroA UroB GU SCCL/ Basal Infiltriert
TNM vor allem Ta, | hauptséachlich 2T2 und T1 | hauptséachlich hauptsachlich
auch T1 T2 T2, 2T2, einige Ta
und T1
Prognose | gut schlecht intermediar | schlecht intermediar

Tabelle 1.3 Fiinf Subtypen des Harnblasenkarzioms. Urobasal A (UroA), Urobasal B (UroB), Genomisch
instabil (Genomic Unstabel; GU), Plattenepithelzelldhnlich (,Squamosa Cell Carnimoa-Like“ (SCCL)/ Basal) und
Infiltrativ. Frei nach Sjédahl 2012.

In weiteren Studien wurde das MIBC in einen ,Basaltyp® und einen ,Luminaltyp®

eingeteilt (Damrauer et al., 2014). Choir et. al definierten noch einen ,p53-like“
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Zwischentyp, der als Besonderheit ein Wild-Typ p53, niedrigere Proliferationsraten
und viel Extrazellularmatrix besitzt, sich am ehesten mit der ,Inflitriert“-Gruppe von
Sjodahl vergleichen lasst und interessanterweise eine erhdhte Resistenz gegenlber
Chemotherapie aufweist (Choi et al., 2014; Knowles and Hurst, 2015). Die ,Cancer
Genome Atlas“ -Studie hat ein Vier-Klaster-Modell aufgestellt, das ahnlich der
Einteilung von Sjédahl ist, sich jedoch auf invasive Tumore beschrankt (NIH, 2014).
Bisher ist aber noch keine endgultige Losung gefunden worden und es existieren
auch noch keine klinisch etablierten Untersuchungsmethoden, um diese
Erkenntnisse in die allgemeine Diagnostik und Behandlung umsetzen zu konnen. Es
ist aber sehr unwahrscheinlich geworden, dass das Zwei-Krankheiten-Konzept die

Diversitat der Erkrankung im Vollen erfasst (Knowles and Hurst, 2015).

1.6 Target Therapie

Unter ,Target Therapie“ wird eine Behandlung verstanden, die sich gezielt gegen
Molekile von Tumorzellen richtet. Dies kann mit sogenannten ,Small Molecules®
innerhalb der Zelle oder durch Antikérper z. B. gegen Rezeptoren von aufien
erfolgen. Die Idee ist hierbei, Signalwege der Zelle, die durch die Krebserkrankung
verandert sind, zu beeinflussen. Diese Veranderungen fuhren oft Gber eine ,Gain-of-
Function®- (GOF)-Mutation eines Protoonkogens oder ,Loss-of-Function“ (LOF)-
Mutation eines Tumorsuppressorgens zu einem Vorteil der Zelle in Wachstum und
Proliferation gegeniber Normalgewebe. Hannahan und Weinberg haben dies im
Jahr 2011 als die zehn ,Hallmarks of Cancer” bezeichnet (Hanahan and Weinberg,
2011).

1.6.1 Die Anfange der Target Therapie

Der erste erfolgreiche Versuch einer zielgerichteten Therapie war die Behandlung
der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) mit dem Proteinkinaseinhibitor
Imatinib, welcher sich gegen die, durch Chromosomentranslokation (Philadelphia
Chromosom (9,22)) standig aktive, Tyrosinkinase BCR-AblI richtet (Druker, 2008).

Seitdem gibt es fir mehrere andere Krebserkrankungen eine Reihe von Target
Therapien. In der Behandlung des Melanoms wird z. B. Vemurafenib, ein ,B- Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma“ (BRAF) -Kinaseinhibitor, bei Patienten mit der BRAF-
Mutation V600E mit einem flinfzig-prozentigem Ansprechen, eingesetzt (Chapman et
al., 2011). Im Brust- und Magenkarzinom gab es einen Prognosesprung flr

HER2/neu positive Krebsentitdten seit dem Einsatz des Her2-Antikdrpers
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Trastuzumab. So wurde im Brustkrebs Trastuzumab (in Kombination mit der
Standardchemotherapie) eingesetzt und erbrachte ein um finf Monate verlangertes
medianes Uberleben (25,1 vs. 20,3 Monate) (Roskoski, 2014; Vogel et al., 2002).

Imatinib und Trastuzumab waren die ersten Medikamente, die fur Tumore durch die
FDA in der zielgerichteten Krebstherapie zuglassen wurden. Sie sind ein gutes
Beispiel dafir, dass man fir eine zielgerichtete Therapie ein sehr gutes Verstandnis

der einzelnen Karzinome und ihrer spezifischen Tumorbiologie braucht.

1.6.2 Target Therapie im Harnblasenkarzinom

Nachdem es seit sehr langer Zeit keine Fortschritte in der Therapie des
Harnblasenkarzinoms gab, hat die FDA 2016 den ,Programmed Death Ligand 1°
(PD-L1) -Blocker  Atezolizumab  (Tecentrigq®) zur  Zweitlinientherapie  im
fortgeschrittenen Harnblasenkarzinom zugelassen. Dies ist gleichzeitig die erste
Zulassung eines PD-L1-Blockers in der modernen Krebstherapie (AACR, 2016).
Checkpoint-Inhibitoren wie Atezolizumab, einem monoklonalen Antikdrper gegen
PD-L1, verhindern eine Abschwachung der Immunantwort gegenuber Krebszellen
bzw. fordern diese. In der Studie von Rosenberg et. al konnte eine objektive
Ansprechrate bei 15 % der Patienten, mit einem medianen Uberleben von 7.9
Monaten, beobachtet werden. 84 % (38/45) der Patienten wiesen ein
Langzeitansprechen auf. Patienten mit PD-L1 Expression zeigten mit einer
objektiven Ansprechrate von 26 % ein besseres Ansprechen auf die Therapie.
(Rosenberg et al., 2016). Interessanterweise ist PD-L1 in 12 % der Tumorzellen und

in bis zu 50 % der Zellen von Tis-Tumoren nachweisbar (Inman et al., 2007).

Versuche mit anderen Target Therapeutika gab es die letzten Jahre viele, jedoch
konnte keine der klinisch getesteten Substanzen ein zufriedenstellendes Ergebnis
erzielen. So musste ein erster Versuch einer Kombinationstherapie von Cisplatin,
Gemcitabine und Gefitinib, einem oralen ,Epidermal Growth Factor Receptor”
(EGFR) -Tyrosinkinaseinhibitor, wegen erhdhter Toxizitat abgebrochen werden. Eine
Anderung des Therapieschemas fiihrte zwar zu tolerablen Nebenwirkungen, eine
Verbesserung in der Therapie des metastasierten Harnblasenkarzinoms konnte
jedoch nicht festgestellt werden (Philips et al., 2008; Philips et al., 2009). Ahnlich
unzufriedenstellende Ergebnisse ergaben Studien mit den
Multityrosinkinaseinhibitoren Sunitinib (Bellmunt et al., 2011; Gallagher et al., 2010),
Sorafenib (Dreicer et al., 2009; Sridhar et al., 2011), Pazopanib (Necchi et al., 2012)
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und Lapatinib (Wulfing et al., 2009). Ein Problem war sicherlich, dass fast alle dieser
Studien nur sehr geringe Fallzahlen aufwiesen, meist schwerkranke, ,austherapierte”
Patienten einschlossen und eine Praselektion anhand des Mutationstatus des
Karzinoms vermissen lie3en. Fur eine Studie mit Trastuzumab in Kombination mit
Gemcitabine und Cisplatin wurde eine Praselektion fir eine Her2/Neu-
Uberexpression vorgenommen. Eine Amplifikation konnte in ihrem Kollektiv bei 50 %
gefunden werden. Die Ansprechrate lag bei 57 %, jedoch kam es auch zu erhdhten
Nebenwirkungsraten (Hussain et al., 2007). Versuche mit sogenannten ,Rapalogs®
(Rapamycin Analoga), die direkt gegen das ,mechanistic Target of Rapamycin
Complex 1“  (mTORC1) gerichtet sind, als Target-Therapeutika im
Harnblasenkarzinom zu etablieren, verliefen bisher, trotz erfolgreicher in vitro und in
vivo Versuche, nicht zufriedenstellend (Chiong et al., 2011; Fechner et al., 2009). So
zeigte Temsirolimus als Monobehandlung nach Versagen der Chemotherapie ein
medianes Uberleben von 3,5 Monaten (Gerullis et al., 2012). Eine
Kombinationstherapie von Everolimus mit Paclitaxel brachte, mit einer partiellen
Ansprechrate von 12,5 %, ebenfalls enttduschende Ergebnisse (Niegisch et al.,
2015). Zwei weitere Studien mit Everolimus brachten ahnliche Ergebnisse, jedoch
konnte ein gutes Ansprechen bei Einzelpatienten gezeigt werden (Milowsky et al.,
2013; Seront et al., 2012). Eine genauere Untersuchung eines Patienten, der ein
Ansprechen > 26 Monate zeigte, erbrachte eine LOF-Mutation des ,Tuberous
Sclerosis 1“-(TSC1) und des ,Neurofibromatosis Type 2“-(NF2) Gens. Es wurde die
Vermutung aufgestellt, dass eine TSC1 Mutation ein besseres Ansprechen auf eine
Therapie mit Rapalogs vorhersagen koénne (lyer et al., 2012). Die katalytischen
Domanen von mTOR und PI3K sind sich sehr ahnlich, so dass ein gemeinsamer
evolutionarer Ursprung vermutet wird (Engelman et al.,, 2006). Vor diesem
Hintergrund kam es zur Entwicklung von dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren wie z. B.
NVP-BEZ235, welcher sich flir viele Tumore in klinischen Studien befindet (Houede
and Pourquier, 2015) und im Harnblasenkarzinom in vitro und in vivo eine gute
Aktivitat gezeigt hat (Matsushima et al., 2015; Nawroth et al., 2011). Eine
Phase-II-Studie, die die Wirksamkeit von NVP-BEZ253 im Harnblasenkarzinom an
20 Patienten mit einer fortgeschrittenen Erkrankung untersuchte, zeigte bescheidene
Aktivitat und deutliche Nebenwirkungen. Bei einem Patienten konnte ein partielles
Ansprechen gesehen werden und bei zwei Patienten eine Krankheitsstabilisierung.

Interessanterweise zeigten diese Patienten keine Uberaktivitat im PISK/AKT/mTOR-
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Signalweg. 50 % der Probanden erlitten Nebenwirkungen 3. - 4. Grades, inklusive
Nierenversagen, Hepatotoxizitat oder Hypertension (Seront et al., 2016). Bei zwei
Studien, in denen die Kombinationstherapie von Gemcitabine/Cispaltin mit Rapalogs
untersucht wurde, sind die endglltigen Daten noch ausstehend (NCT01090466;
NCT01182168). Duale mTOR-Inhibitoren wie MLN0128 (INK128) befinden sich in
Phase-I-Studien (NCT01058707) (Carneiro et al., 2015). Weitere Studien mit
FGFR3-Inhibitoren, Her2/ERBB2-Inhibitoren, Aurora-Kinasen, Polo-Like-Kinase 1,
CDK4/6-Inhibitoren, HSP90 und PI3K-Inhibtoren wie BKM120 werden zur Zeit
durchgefuhrt (Carneiro et al., 2015).

1.6.3 Target Therapie des PI3K-Signalweges

Eine bedeutende Rolle in der Regulation des Zellwachstums, der Proliferation und
des Zelliberlebens spielt der PISBK/AKT/mTOR-Signalweg. In vielen verschiedenen
Krebsentitaten konnte gezeigt werden, dass dieser Signalweg hyperaktiviert ist und
eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese spielt. So konnten Inaktivierungen von
Tumorsuppressorgenen wie z. B. ,Phosphatase and Tensin Homologue Deleted on
Chromosom 10“ (PTEN), aber auch aktivierende Mutationen und Amplifikationen in
Protoonkogenen wie AKT1, AKT2, PDK1 oder PIK3CA nachgewiesen werden
(Engelman et al.,, 2006; Knowles et al., 2009). Es gibt eine enge Verbindung
zwischen dem PI3K-Signalweg und dem MAPK-Signalweg. Eine Kontrolle dieser
Signalwege verspricht eine gut vertragliche, hoch effiziente Tumortherapie. Aufgrund
der mannigfaltigen Maéglichkeiten ihrer Aktivierung und Querverbindungen ist es aber
sehr schwierig, gezielt die alterierten Signalwege zu beeinflussen. Dies erklart das
hohe Forschungsaufkommen, das es in diesem Bereich gibt (Knowles et al., 2009;
McCubrey et al., 2012).

1.6.4 Der PI3K-Signalweg und seine Rolle im Harnblasenkarzinom

Die PI3-Kinasen sind intrazellulare Lipidkinasen, die die Phosphorylierung der
3’-Hydroxyl-Gruppe am Inositolring von Phosphatidylinositolen und
Phosphoinositiden katalysieren. Damit nehmen sie einen wichtigen Stellenwert in der
Regulation des Zellmetabolismus, des Uberlebens der Zelle und des Transportes

von Stoffen innerhalb der Zelle ein (Engelman et al., 2006).

13



RTK: VEGFR; o
HER2/neu...

( wmex2 )

___________

T

/ Uberleben

Zellzyklusprogression
Zellwachstum

Zellwachstum, \
Transkr| ption, Uberleben Zellzyklusprogression

Abbildung 1.4 PI3K/ AKT/ mTOR Signalweg. Durch die Aktivierung von PI3K erfolgt die Akkumulation von
PIPs;. PTEN katalysiert die entgegengesetzte Reaktion. PIP3 rekrutiert PDK1 und AKT an die Zellmembran, wo
AKT durch PDK1 an Thr308 und durch mTORC2 an Ser473 phosphoryliert wird. AKT hat auf eine Vielzahl von
zellularen Prozessen Einfluss. Eines der Zielproteine von AKT ist mMTORC1 Uber die Inhibierung von TSC2,
woraufhin es zu einer Aktivierung von mTORC1 und seiner Zielproteine kommt. Gezeigt sind auch die

Verbindungen zum MAPK-Signalweg. Frei nach Knowles et. al 2009; Nawroth et. al 2011

PI3K teilt sich in drei Klassen auf, die sich hinsichtlich ihrer Aktivierung und ihres
Substrates unterscheiden. Am besten ist die Klasse | untersucht, die
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP;) in Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
(PIP3) umwandelt. Die Klasse | unterteilt sich in eine Klasse IA und IB. Die Klasse IA
wird durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktiviert. Dies erfolgt tGber die regulatorische
Untereinheit p85. PI3K der Klasse IB wird vor allem durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren aktiviert. Die Phosphorylierung der Substrate erfolgt Gber die katalytische
Untereinheit p110 (Engelman, 2009; Engelman et al., 2006). Diese besitzt eine
Domane die durch p85 oder ,Rat Sarcoma“ (Ras) aktiviert werden kann (Engelman
et al., 2006). Kommt es zur Aktivierung von PI3K, fihrt dies wie in Abbildung 1.4,
gezeigt Uber die katalytische Untereinheit p110 zur Phosphorylierung von PIP; zu

PIPs. PTEN kann diese Phosphorylierung riickgangig machen (Knowles et al., 2009).

14



PTEN qilt als das am haufigsten veranderte Tumorsuppressorgen (Dienstmann et al.,
2014). PIP3 rekrutiert die ,Protein Dependent Kinase 1“ (PDK1) und AKT an die
Zellmembran, wo AKT von PDK1 an der Stelle Thr308 phopsphoryliert wird. Eine
weitere Phosphorylierung, die zur vollstandigen Aktivierung von AKT notwendig ist,
erfolgt durch den ,mTOR Complex 2 (mTORC2) an der Aminosaure Ser473. AKT
ist ein zentrales Protein im PI3K/AKT-Signalweg. Es hat einen Einfluss auf eine
Vielzahl von zellularen Prozessen. Hierunter fallt die Aktivierung des Zellzyklus, das
Zellwachstum, die Unterdrickung von apoptotischen Signalen sowie der
Metabolismus und der Energiehaushalt der Zelle. Eines der wichtigsten Zielproteine
von AKT ist der ,mTOR Complex 1 (mTORC1). Die Aktivierung erfolgt tGber die
Phosphorylierung des ,Tuberosis Sarcoma Complex 2 (TSC2) durch AKT
(Engelman, 2009; Engelman et al., 2006). Dies fuhrt zu einer Inaktivierung des
TSC1/2 Komplexes, was zu einer Destabilisierung von TSC2 fihrt. Damit wird seine
Funktion als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) fur die GTPase ,Ras Homolog
Enriched in Brain“ (Rheb) unterbunden (Inoki et al., 2003), was dann zur Aktivierung
von mTORC1 fiuhrt. Der mTORC 1-Komplex setzt sich aus der Ser/Thr-Kinase
mTOR, dem ,Regulatory-Associated Protein of mTOR® (Raptor) - das als Gerust fur
die anderen mTORC1-Substrate dient - dem ,Mammalian Lethal with Sec13
Protein 8 (mLST8 oder GBL), dem ,Proline Rich AKT Substrate 40 kDA* (PRAS40)
und dem ,DEP-Domain-Containing mTOR-Interacting Protein“ (Deptor) zusammen
(Laplante and Sabatini, 2009). Weitere Ausldser flr eine Aktivierung von mTORCA1
sind eine gute Ernahrungslage und ein positiver Energiehaushalt der Zelle (Benjamin
et al., 2011). Die zwei wichtigsten Substrate von mTORC1 sind ,Ribosomal Protein
S6 Kinase Beta-1“ (S6K1) und ,Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E-Binding
Protein 1“ (4EBP1). S6K1 ist notwendig fur die Translation vom 5°-Ende der mRNAs.
Die Phosphorylierung von 4EBP1 flhrt zu der Freigabe des Cap-bindenden Proteins
elF4E, was zur Initiation der Translation fuhrt. Somit wird Uber diese zwei
Zielproteine die Zellproteinsynthese und damit auch das Zellwachstum kontrolliert
(Mamane et al., 2006). Im Blasenkrebs unterliegt nur S6K1 der direkten Kontrolle von
mTORC1. 4EBP1 wird von einer Inhibierung von mTOR nicht direkt beeinflusst
(Nawroth et al., 2011). Ein negativer Feedbackloop durch S6K1 reguliert ,Insulin
Receptor Substrate 1“ (IRS-1) und somit die Aktivitat des PI3K-Signalweges. Das
bedeutet, dass eine Hemmung von mTORC1 zu einer Aktivierung des

PI3K-Signalweges fuhrt (Nawroth et al., 2011). Weiter Querverbindungen gibt es zu
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anderen Signalwegen. Besonders wichtig sind hier die Verlinkungen zu dem MAPK-
Signalweg. So kann Ras-GTP PI3K aktivieren oder auch ,Extracellular signal-
Regulated Kinase“ (ERK) via ,p90 Ribosomal S6 Kinase“ (RSK) den TSC-Komplex
phosphorylieren und so zu einer Aktivierung von mTORC1 fuhren. Es wurde auch
beschrieben, dass ERK via RSK Raptor phosphorylieren kann, was die mTORC1-
Phosphorylierung von 4EBP1 fordert. Aktiviertes AKT kann aber auch durch eine
direkte Phosphorylierung von RAF die Aktivitat des PI3K-Signalweges
herunterfahren (Mendoza et al., 2011). Von den vier Untereinheiten der katalytischen
Einheit der PI3-Kinase - p110 q, B, v, ® - wurde die Isoform p110a, die durch das am
zweithaufigsten mutierte Onkogen PI3KCA kodiert wird, in vielen verschiedenen
Krebserkrankungen amplifiziert oder mutiert entdeckt (Dienstmann et al., 2014), so
auch im Harnblasenkarzinom. Eine Vielzahl der Karzinome zeigten Mutationen im
PI3BKCA, jedoch scheinen diese mit einem niedrigeren Tumorstadium und einer
besseren Zelldifferenzierung einherzugehen. Weiterhin unterscheidet sich der Ort
der Mutation im PISBKCA-Gen von dem anderer Tumoren. So sind die E542K- und
E545K-Mutationen in der helikalen Domane sehr haufig im Harnblasenkarzinom und
die Mutationen in der Kinase-Domane H1047R, die in anderen Tumorentitaten die
haufigsten Mutationen darstellen, deutlich seltener. Insgesamt sind in ca. 20-25 %
der Harnblasenkarzinome aktivierende Mutationen im PI3KCA-Gen nachzuweisen.
PTEN, eines der am haufigsten veranderten Tumorsuppressorgene in menschlichen
Krebserkrankungen, findet sich haufig verandert im Harnblasenkarzinom. Es sind nur
3-4 % inaktivierende Mutationen bekannt. Es zeigen sich aber haufig eine reduzierte
bzw. keine Expression von PTEN. Eine weitere Subgruppe der Harnblasenkarzinome
zeigt einen Verlust der Funktion von TSC1. Dies ist einerseits auf den haufigen
Verlust von Chromosom 9, auf dem das Gen fir TSC1 liegt, im Harnblasenkarzinom
zurtuckzufihren, aber auch auf eine Mutationsfrequenz von ca. 14 %.
AKT1-Amplifikationen scheinen eher seltener im Harnblasenkarzinom aufzutreten
(Ciriello et al., 2013; Knowles et al., 2009; Network, 2014; Platt et al., 2009).

Zu bedenken ist aber, dass viele andere Veranderungen, wie
Rezeptor-Amplifikationen,  Mutationen im  MAPK-Signalweg und anderen
Signalwegen, die eine Verlinkung zum PI3K-Signalweg aufweisen, einen Einfluss auf
die Tumorentstehung und damit auch auf das Ansprechen auf die Therapie haben.
So konnte eine erhdhte Aktivitat im RTK/RAS/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg in ca.

70 % der Harnblasenkarzinome festgestellt werden (NIH, 2014).
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1.6.5 Inhibitoren des PI3K-Signalweges

Seit der grolde Einfluss des PI3K-Signalweges auf die Entstehung und Entwicklung
einer Krebserkrankung bekannt wurde, gab es eine Vielzahl von Versuchen in diesen
Signalweg zielgerichtet einzugreifen. Seit der Entdeckung von Wortmannin und
LY-294002, zwei unspezifischen PI3K Inhibitoren (Houede and Pourquier, 2015) und
der Zulassung der zwei Rapalogs Everolimus und Temsiroliums durch die FDA 2007
in der Therapie des Nierenzellkarzinoms, der Lymphome, des Astrozytoms und des
Pankreaskarzinoms (Benjamin et al., 2011), hat sich die Anzahl der Substanzen, die
den PI3K-Signalweg als Ziel haben, deutlich erhdéht. Es gibt duale
PI3BK-mTOR-Inhibitoren, PI3K-Inhibitoren, AKT-Inhibitoren und mTOR-Inhibitoren,
selektive Inhibitoren fur mTORC1 oder duale Inhibitoren fiur mTORC1 und mTORC2.
Wie in Kapitel 1.6.2 genauer erlautert, beschaftigt sich eine Vielzahl an klinischen
Studien, mit diesen Substanzen (Houede and Pourquier, 2015). Unsere Gruppe
konnte 2011 zeigen, dass in Harnblasenkarzinom-Zelllinien die spezifische Inhibition
von mTORC1 mittels RAD001 einen Dephosphorylierungseffekt auf S6K1 aber nicht
auf 4EBP1 bewirkt. Die duale Inhibition von PI3K und mTOR mittels NVP-BEZ235
zeigte, dass S6K1 bei niedrigeren Konzentrationen inhibiert wird als pAKT
(Serd73/Thr308). p4EBP1 begann bei Konzentrationen ahnlich denen von AKT mit
einer Verminderung der Aktivitat zu reagieren. Auch die Inhibition von mTOR und
AKT mittels siRNA und shRNA zeigte keinen Einfluss auf 4EBP1 (Nawroth et al.,
2011). In der vorliegenden Arbeit wurde der PI3K-selektive Inhibitor PIK90 und der
mTORC1-spezifische Inhibitor ~ Everolimus  (RADO001)  verwendet. Die

Wirkmechanismen sind in Abbildung 1.5 vereinfacht dargestelit.
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Abbildung 1.5 Darstellung der Angriffsstellen von Rapamycin und PIK90. Rapamycin wirkt Gber die Bindung
an FKBP12 spezifisch auf mTORC1 ein und fuhrt zu einer Herunterregulierung der Aktivitat. PIK90 hemmt die

katalytischen Doménen der PI3-Kinase.

1.6.5.1 PIK90 - ein allosterischer PI3K-Inhibitor

PIK90 ist ein Imidazopyridin, das 2006 von der Forschungsgruppe um Zachary
Knight synthetisiert wurde. Zu dieser Zeit war es einer der potentesten
PI3K-Inhibitoren. PIK9O0 ist relativ spezifisch fir p110a und -y. Die in der Literatur
angegebenen IC50 Konzentrationen flr eine Inhibition von p110B und & liegen mit
35 nM bzw. 58 nM drei bis finf Mal so hoch. Einen Einfluss auf mTORC1 nimmt
PIK90 mit einer IC50 von > 1000 nM. Bis zu welcher Konzentration wirklich eine
Spezifitat gegeben ist, scheint von molekularen Alterationen der Tumorzelle
abzuhangen (Fan et al., 2006). PIK90 zeigte in CLL- und Glioma-Zellen eine gute
Wirksamkeit. Auch in vivo zeigte sich PIKQO0 effektiv (Cheng et al., 2012). Durch die
relative Spezifitat ist die Zelltoxizitat von PIK90, im Vergleich zu anderen ,pan“-PI3K-

Inhibitoren, sehr gering (Knight et al., 2006; Niedermeier et al., 2009).

1.6.5.2 Everolimus und die Rapalogs

Everolimus (RADO001) ist, wie Temsirolimus (CCI-779) oder Ridaforolimus
(AP23573), ein sogenanntes Rapalog. Diese Substanzen sind Abkdmmlinge der
Grundsubstanz Rapamycin (Serolimus). Rapamycin wird durch das 1965 auf den
Osterinseln (Rapa Nui) entdeckte Aktinobakterium Streptomyces hygroscopicus

produziert und wurde erstmals in den 1970er Jahren im Labor isoliert (Vezina et al.,
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1975). Rapamycin besitzt anitfugale, antikanzerogene und immunsuppressive
Wirkungen. Versuche zum Wirkmechanismus von Rapamycin, flhrten zur
Entdeckung der TOR1- und TOR2-Kinasen in Hefen, die spater auch in
Menschlichen Zellen gefunden wurden (mTOR). Die TOR-Kinase besitzt an ihrem
Carboxy-Ende eine Kinase-Domane und eine Domane fir die Bindung von
,FK506-Binding-Protein“ (FKBP), die ,FKBP-Rapamycin Binding“ (FRB)-Domane.
Rapamycin interagiert mit FKBP12 (FKBP im Menschen) und flhrt zur Bindung von
FKBP12 an die Bindungsstelle FRB. Dadurch kommt es zu einer allosterischen
Inhibition der Kinaseaktivitat (Benjamin et al., 2011; Heitman et al., 1991).
Rapamycin und seine Derivate sind viel genutzte Medikamente in der Tumortherapie
und der immunsuppressiven Therapie, z.B. der Beschichtung von Stents oder in der

Transplantationsmedizin (Benjamin et al., 2011).

RADOO1 hat eine O-(2-Hydroxyethyl)-Gruppe an der Position C-40 der
Rapamycin-Struktur und ist ein oral verfligbares Analogon mit einer kirzeren
Halbwertszeit und einer besseren Bioverfugbarkeit als Rapamycin (Zhou and Huang,
2012). Neben Zulassungen in der immunsuppressiven Therapie ist es durch die FDA
seit 2009 fur die Zweitlinienbehandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms
zugelassen, seit 2010 fir das subependymale Riesenzellastrozytom (,Subependymal
Giant Cell Astrocytoma“, kurz SEGA), seit 2011 auch flir das neuroendrokine
Pankreaskarzinom, seit 2012 fiur das Her2/neu-Rezeptor-positive fortgeschrittene
Mammakarzinom als Zweitlinientherapie (Pazdur, 2013) und seit Februar 2016 flr
neuroendokrine Tumore des Gastrointestinaltraktes bei fortgeschrittener oder
metastasierter Erkrankung (FDA, 2016).

Die Erfolge im Harnblasenkarzinom sind, wie in Kap. 1.6.2 beschrieben, hinter den
Erwartungen zuruckgeblieben. Auch im direkten Vergleich mit Rapamycin scheint
RADOO1 ein schlechteres antikanzerogenes Wirkungsprofil zu besitzen (Pinto-Leite
et al., 2016b).

Aus diesen Grinden hat sich die Idee der Kombinationstherapie mit Rapalogs und
PI3K- oder AKT-Inhibitoren oder herkdmmlichen Chemotherapeutika ergeben.
Weitere Grundlagenforschung bezlglich des genauen Einflusses von RAD001 auf

mTORC1 ist notwendig, um wirkungsvollere Therapie zu entwickeln.
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2 Zielsetzung der experimentellen Promotionsarbeit

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist einer der am haufigsten aktiven Signalwege in

humanen Karzinomen. Eine erhdhte Aktivitat dieses Signalweges kann auch im

Harnblasenkarzinom gezeigt werden, was ihn zu einem attraktiven Angriffsziel der

Target Therapie macht. Es fehlt jedoch ein genaues Verstandnis, welche Molekdle in

diesem Signalweg medikamentds kontrolliert werden missen, um eine effektive und

nebenwirkungsarme Therapie zu entwickeln. Auch ist bisher unklar, wie man

Patienten sinnvoll praselektioniert, um ein Ansprechen vorhersagen zu konnen. In

dieser Arbeit wurde untersucht, welche Kinasen an der Regulation von 4E-BP1 und

S6K1 beteiligt sind und wie sich diese Regulation auf eine Tumortherapie auswirkt.

Dabei wurde:

die Regulation der Proteine S6K1 und 4EBP1 des
PI3BK/AKT/mTOR-Signalweges im Harnblasenkarzinom nach Behandlung mit
verschiedenen Inhibitoren im Immunblot charakterisiert.

der unterschiedliche Einfluss von PI3K und mTORC1 einzeln und im
Zusammenspiel hinsichtlich der Regulation der Phosphorylierung von S6K1
und 4EBP1 untersucht.

das Therapieansprechen auf Konzentrationen der Inhibitoren getestet, die
biochemisch eine Inhibierung ihrer Zielmolekule zeigen.

die absolute IC50 mit dem biochemischen Ansprechen Kkorreliert und

eingeordnet.

Im Einzelnen wurde untersucht:

Immunhistochemische Veranderungen im PI3K-Signalweg nach Behandlung
von Harnblasenkarzinomzelllinien mit PIK90 oder RADOO1.

Therapeutische Effekte von PIK90 und RADOO1 in vitro mittels Zellviabilitats-
Assays.

Molekulare Alterationen der Zelllinien und ihr Ansprechen auf die Therapie.
Veranderungen in Immunohistochemie und Viabilitat durch duale Behandlung
der Zellen mit PIK90 und RADOO1 gegenuber der Monobehandlung.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Bezeichnung

Firma

Ort

Acrylamid/Bisacrylamid37, 5:1

Carl Roth

Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS) 10 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Miinchen, Deutschland

Ampicillin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Miinchen, Deutschland

Bromphenolblau

Serva Electrophoresis GmbH

Heidelberg, Deutschland

Dimethylsufoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Miinchen, Deutschland

Dithiothreitol (DTT) Cell-Signaling Cambridge, England
Dulbeco’s Modified Eagle’s Biochrom Berlin, Deutschland
Medium (DMEM)

Ethylendiamintetraessigsaure AppliChem Darmstadt, Deutschland

(EDTA)

Ethanol 70 %

BrueggemannAlcohol GmbH

Heilbronn

Heilbronn, Deutschland

Ethanol 96 %

Otto Fischar Gmbh

Saarbriicken, Deutschland

Entwicklerkonzentrat

Réntgen Bender GmbH & Co.

KG

Baden-Baden, Deutschland

Fixierkonzentrat

Réntgen Bender GmbH & Co.

Baden-Baden, Deutschland

KG
Fetales Kalberserum (FKS) Biochrom Berlin, Deutschland
Glycerin Merck Darmstadt, Deutschland
Glycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Miinchen, Deutschland
Isopropanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Minchen, Deutschland
Luminol Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Miinchen, Deutschland
Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Miinchen, Deutschland
Milchpulver Nestle Vevey, Schweiz

Natriumchlorid (NaCl)

Merck-Chemicals GmbH

Darmstadt, Deutschland

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Minchen, Deutschland

Nicht-essentielle Aminosauren
(NEAA), 100x

Biochrom
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Penicilline/ Streptomycin Biochrom Berlin, Deutschland
10000 IE/10000 pg/ml
Phosphatgepufferte Salzlésung Biochrom Berlin, Deutschland

(PBS) 1x, 10x

Phosphatase Inhibitor Mix Il

Serva Electrophoresis GmbH

Heidelberg, Deutschland

Precision Plus Protein Standard

Bio-RAD

Hercules, CA, USA

Roswell Park Memorial Institiute
Medium (RPMI)

Biochrom

Berlin, Deutschland

Salzsaure (HCL)

Merck Chemicals GmbH

Darmstadt, Deutschland

Tetramethylethylendiamin Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
(TEMED) 99 %

TGS 10x Bio-Rad Minchen, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan | Merck Darmstadt, Deutschland

Triton X100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Miinchen, Deutschland

Trypan-Blau 0,5 % Biochrom Berlin, Deutschland
Trypsin/EDTA Biochrom Berlin, Deutschland
Tween-20 Serva Electrophoresis GmbH | Heidelberg, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H.O3)

Tabelle 3.1 Chemikalien

3.1.2 Kitsysteme

Kit Firma

Merck Chemicals GmbH

Ort

Darmstadt, Deutschland

CellTiter-blue Cell Viability
Assay

Promega

Madison, WI, USA

Pierce BCA Protein Assay

Tabelle 3.2 Kitsysteme

3.1.3 Gerate

Bezeichnung

Thermo Scientific,

Firma

Ort

Waltham, MA, USA

Autoklav Systec DX-65

Systec GmbH

Linden, Deutschland

Biologische
Sicherheitswerkbank Herasafe
KS12

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Chemidox XRS
Bildgebungssystem

BioRad

Hercules, CA, USA

Eismaschine Manitowoc

Manitowoc Ice
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Filmentwickler Curix CP1000

Agfa Healthcare

Mortsel, Belgien

FlUssigkeits-Absaugsystem

BVC professional

Vacuubrand GmbH

Wertheim, Deutschland

FolienschweilRgerat FS3602

Severin Elektrogerate GmbH

Sundern, Deutschland

Gefriercontainer Cryo ,Mr. Nalgene Rochester, NY, USA
Frosty“ 1°C

Glaswaren Schott AG Mainz, Deutschland
Grammwaage Sartorius 2254 Sartorius Goéttingen, Deutschland

Heizblock BT100

Kleinfeld Labortechnik

Gehrden, Deutschland

Intellimixer RM-2L

Elmi Ltd., Laboratory
Equipment

Calabasas, CA, USA

Mikroplatten Leser Vmax

Molecular Devices

Sunnyvale, CA, USA

Kinetic

Mikroskop AxioVert.135 Carl Zeiss Oberkochen, Deutschland
Mikroskop AxioVert. A1 Carl Zeiss Oberkochen, Deutschland
Mini Protean System BioRad Hercules, CA, USA

Mini Trans-Blot Cell Transfer BioRad Hercules, CA, USA
System

Mini-PROTEAN Tetra Cell Gel | BioRad Hercules, CA, USA

System

Minishaker IKA MS2

IKA Werke GmbH & Co. KG

Staufen, Deutschland

Multilabel Plate Reader
VICTOR X3

Perkin EImer

Waltham, MA, USA

Mikrozentrifuge 5430R

Eppendorf GmbH

Hamburg, Deutschland

Mikrozentrifuge QuikSpin
QS7000

Edwards Instrument Co,

Narellan, NSW, Australia

Nanowaage AT250

Mettler Todelo

Giessen, Deutschland

Neubauer Zahlkammer

LO Laboroptik

Lancing, England

Netzteil Elektrophorese EPS
601

Amersham Pharmacia Biotech

Uppsala, Schweden

Netzteil PowerPac HC

BioRad

Hercules, CA, USA

Kaltlichtsystem Leica L2

Leica Microsystem GmbH

Wetzlar, Deutschland

Magnetrihrer Heidolph Instruments GmbH Schwabach, Deutschland
pH-Meter 691 Metrohm Filderstadt, Deutschland
Pipetten Eppendorf Reasarch Eppendorf Hamburg, Deutschland
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Pipetten Eppendorf Reference

Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Spektrofotometer Nanodrop
2000c

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Stereomikroskop Stemi DV4

Carl Zeiss

Oberkochen, Deutschland

Warme- und Trockenofen

Heraeus FunctionLine B6

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Warme- und Trockenofen

Heraeus FunctionLine UT20

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Wasserbad W350

Memmert

Schwabach, Deutschland

Wasserreinigungssytem

Purelab

ELGA Lab water

Celle, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc.

Bohemia, NY, USA

Zellkultur CO5 Inkubator HERA
Cell240

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Zellkultur CO5 Inkubator HERA
Cell240i

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Zentrifuge 5810R

Eppendorf GmbH

Hamburg, Deutschland

Zentrifuge ROTINA 35R
Tabelle 3.3 Gerate

Hettich

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tuttlingen, Deutschland

Bezeichnung Firma Ort

96-Well Platten, Polystren, Corning Inc. Corning, NY, USA
weild

96-Well Platten, Polystren, Corning Inc. Corning, NY, USA

schwarz

Amersham Hybond-P PVDF-

Membranen

GE-Healthcare

Buckinghamshire, England

Konische Falcon Roéhren
15 ml, 50 ml

Greiner GmbH

Frickenhausen, Deutschland

Linsenreinigungspapier

The Tiffen Company

Hauppauge, NY, USA

Mikroskop Deckglaser

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Omnifix 1 ml Spritzen

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Pipettenspitzen mit und ohne
Filter

Sarstedt
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Polysteren Roéhren mit Corning Inc. Corning, NY, USA
rundem Boden

Polysteren Roéhren mit Elkay Hampshire, UK
konischem Boden

Reaktionsgefale 0,5 ml, Sarstedt Nuembrecht, Deutschland

1,5 ml, 2 mi

Réntgenfilm CEA RP New

Agfa Healthcare

Mortsel, Belgien

Serologische Pipetten 5 ml,
10 ml, 25 ml

Greiner Bio-One International
AG

Kremsmuenster, Osterreich

Silikonfolie 0,5 mm

Sahlberg GmbH & Co. KG

Minchen, Deutschland

Sterile Filter Nalgene 0,25 um,
0,45 um

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Tieftemperatur-Réhrchen

1.8 ml Nunc

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Zell Heber Sigma

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Miinchen, Deutschland

Zellkultur Platten 96-Well,
6-Well, 10 cm, 20 cm

Tabelle 3.4 Verbrauchsmaterialien

Coning Inc.
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3.1.5 Inhibitoren, Medikamente

Strukturformel

Name

Firma

HO /\/Olr,.

Everolimus (RAD001)

Handelsnamen:
in der Transplantationsmedizin

e Certican® (Europa)
e Zortress® (USA)

in der Onkologie

e Afinitor®

Novartis AG, Basel,

Schweiz

MeO N° 'NH

PIK90

Tabelle 3.5 Inhibitoren und Medikamente
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3.1.6 Puffer und Losungen

Puffer

Bestandteile

0,05 % SDS Protein Lysepuffer

150 mM NaCL

50 mM Tris/HCL pH 7,2
1 % Triton X100

0,05 % SDS

5 mM EDTA

(Auf 10 ml Lysepuffer 100 pl Phosphatase Inhibitor und eine

Tablette Mini-Protease Inhibitor vor Gebrauch hinzugegeben.)

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris/HCL pH = 6,8
(30,29 g Tris in 400 ml dest. Wasser geldst, mittels HCL auf pH

von 6,8 eingestellt und auf 500 ml aufgefllit.

Trenngelpuffer

1,5 M Tris/HCL pH = 8,8;

(181,7 g Tris in 800 ml dest. Wasser geldst, mittels HCL auf pH
von 8,8 eingestellt, auf 1000 ml aufgefillt).

Gelladepuffer (4x)

0,25 M Tris; pH = 6,8

8 % SDS

40 % Glycerin und

0,04 % Bromphenolblau hinzugeben.

Vor Nutzung auf 500 ul 4x Gelladepuffer 100 pl 1 M DTT hinzug.

10x Blotting-Puffer

25 nM Tris
192 mM Glycine

1x Blotting-Puffer

10 % 10x Blotting-Puffer
20 % Methanol
70 % dest. Aqua

10x TBS (, Tris-buffered saline*)

0,5 M Tris-HCL, pH =7,6

10x TBE (Tris-Borat-EDTA- 1 M Tris

Puffer) 1 M Borat
0,02 M EDTA

TBS-T 1x TBS

0,001 % Tween-20

Immunoblotting

Blockierungslésung

5 % fettfreies Milchpulver in TBS-T
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Immunoblotting

Verdunnungspuffer flr Antikdrper

5 % BSA in TBS-T mit 0,02 % Natriumazid

ECL (Enhaced-Chemi-

0,1 M Tris/HCL, pH = 8,5

Lumineszens) Lésung; 2.5 mM Luminol

Reagenz A 0,4 nM p-Cumarsaure

ECL - Lésung; 0,1 M Tris/HCL, pH = 8,5

Reagenz B 0,18 % H,0, (EPAR, 2009)(EPAR, 2009)(EPAR, 2009)(EPAR,

Tabelle 3.6 Puffer und Lésungen

2009)(EPAR, 2009)(EPAR, 2009)
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3.1.7 Antikorper

Alle Antikdrper wurden mit dem Immunoblotting Verdinnungspuffer verdinnt.

Zielprotein Verdiinnung | Sekundarer | Bestell Nr. Hersteller
fur WB Antikorper
4EBP1 1:1000 Hase 9452 CST, Beverly,
MA, USA
Pospho-4EBP1 1:1000 Hase 9459 CST, Beverly,
(Thr37/46) MA, USA
AKT (pan) 1:1000 Hase 4685 CST, Beverly,
MA, USA
Phospho-AKT (Thr308) 1:1000 Hase 2965 CST, Beverly,
MA, USA
Phospho-AKT (Ser473) 1:1000 Hase 3787 CST, Beverly,
MA, USA
p70-S6Kinase 1:1000 Hase 9202 CST, Beverly,
MA, USA
Pospho-p70-S6Kinase 1:1000 Hase 9234 CST, Beverly,
(Thr389) MA, USA
Peroxidase-konjugierter 1:10000 - 711-036-152 Dianova GmbH,

Anti-Rabbit IgG

(sekundarer Antikérper)

Tabelle 3.7 Primar- und Sekundarantikorper
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3.1.8 Zelllinien

Zell Name Tumor Art Kulturbedingungen

253J Human DMEM Medium
Urothelkarzinom bei 10 % CO,
Grading: G3
Staging: T4

639v Human DMEM Medium
Urothelkarzinom bei 10 % CO,
Grading: G3
Staging: KD

647v Human RPMI Medium
Urothelkarzinom bei 5 % CO,
Grading: G2
Staging: KD

BFTC905 Human DMEM Medium
Urothelkarzinom bei 10 % CO,
Grading: G3
Staging: KD

HCV-29 Human DMEM Medium
normales Urothel von Patient mit | bei 10 % CO,
Harnblasenkarzinom

HT1197 Human DMEM Medium
Urothelkarzinom bei 10 % CO,
Grading: G4
Staging: T2

HT1376 Human DMEM Medium
Urothelkarzinom bei 10 % CO,
Grading: G3
Staging: ,invasiv*

J82 Human RPMI Medium
Urothelkarzinom bei 5 % CO,

Grading: G3
Staging: T3
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KU19-19 Human RPMI Medium
Urothelkarzinom bei 5 % CO,
Grading: G3
Staging: T3b

RT112 Human RPMI Medium
Urothelkarzinom bei 5 % CO,
Grading: G2
Staging: KD

T24 Human RPMI Medium
Urothelkarziom bei 5 % CO,
Grading: G3
Staging: KD

UMUC3 Human DMEM Medium
Urothelkarzinom bei 10 % CO,
Grading: KD
Staging: KD

VmCUBH1 Human DMEM Medium
Urothelkarzinom bei 10 % CO,
Grading: KD
Staging. KD

Tabelle 3.8 verwendete Zelllinien. KD: Keine Daten. Quellen: (Bubenik et al., 1973; Elliott et al
al., 1976; Elliott et al., 1974; Grossman et al., 1986; Marshall et al., 1977; Masters et al., 1986
1978; Rasheed et al., 1977; Tachibana et al., 1995; Tzeng et al., 1996; Williams, 1980)

., 1977; Elliott et

; O'Toole et al.,

Den Medien wurde 10 % fetales Kalberserum (FKS), 1 % Penicillin/Streptomycin

(P/S) und 1 % nicht essentielle Aminosauren (NEAA) zugegeben.

Einfriermedium:
50 % RPMI oder DMEM
40 % FKS
10 % DMSO
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kulturbedingungen und Zellsplitting

Die Arbeit mit den Zellkulturen wurde in Reinluftwerkbanken unter sterilen
Bedingungen verrichtet. Die Zelllinien wurden subkonfluent gehalten und in niedrigen
Zyklen verwendet. Alle Medien wurden vor Benutzung auf 37 °C erwarmt. Das
uberstehende Medium wurde abgesaugt und die am Boden adharenten Zellen mit
5% 0,5 M EDTA versetztem PBS gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation mit
Trypsin bei 37 °C bis die Zellen sich von der Platte I6sten. Um das Trypsin zu
neutralisieren, wurde frisches Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden bei 300
RZB (relative Zentrifugalbeschleunigung) fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet in frischem Medium aufgeldst. Fraktionen davon
wurden auf neuen Platten ausgesat, und anschlieBend bei 37 °C und hoher
Luftfeuchtigkeit kultiviert. FUr genaue Angaben zu jeder einzelnen Zelllinie siehe
Tabelle 3.8.

3.2.1.2 Zellzahlung und Vitalitatstestung

Die Zellzdhlung wurde mittels Zugabe von 0,5 % Trypanblau in einer Neubauer
Zahlkammer durchgefuhrt. Da lebende Zellen Trypanblau nicht aufnehmen, konnte
als Nebeneffekt auch die Viabilitdt der Zellen getestet werden. Die Zellsuspension
wurde im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau verdunnt. Da die Neubauer Zahlkammer ein

Volumen von 0,1 ul hat, konnte mithilfe der Formel

10*
N *V * — = Zellzahl/ml
ml

die Zellzahl pro ml Suspension ermittelt werden. N entspricht dabei dem Mittelwert

aus zwei ausgezahlten Quadraten, V ist der Verdunnungsfaktor.

3.2.1.3 Kryokonservierung von Zelllinien

Das Vorgehen des Einfrierens entspricht bis zur Zentrifugation dem Vorgehen des

Aussaens (Kap. 3.2.1.1) Das Zellpellet wurde nun allerdings in einem Milliliter

Einfriermedium aufgeldst und in Tieftemperatur-Réhrchen Uberfuhrt. Bevor die

endgultige Lagerung in flissigem Stickstoff erfolgte, wurden die Zellen fur 48 — 72 h
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bei - 80 °C gelagert. Nach dem Auftauen wurde dem tiefgefrorenen Medium frisches

Medium hinzugefigt und die Zellen abzentrifugiert. Danach erfolgte das Aussaen.

3.2.2 Behandlung mit ,,small molecule® Inhibitoren.

Die Inhibitoren PIK90 und RADOO1 wurden als 10 mM-Vorrat bei - 20 °C aufbewahrt.
Bei Benutzung wurde eine frische Verdlinnung mit 37 °C warmem Medium
hergestellt. Die Zellen wurden einen Tag vorher in den Konzentrationen 1 x 10°,
2 x 108 oder 500 — 1000 Zellen in 10 cm, 6-Well oder 96-Well Platten ausgesat. Als
Kontrolle wurde die DMSO-Verdinnung, die der héchsten Konzentration an DMSO

der Verdunnungsreihe entsprach, verwendet.
3.2.3 Immunoblotting
3.2.3.1 Zelllysatherstellung

Material
e Lysepuffer
o Zellschaber
e BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

Lysatherstellung

Da das Proteinlysat auferst instabil war, musste immer auf Eis gearbeitet werden.
Vor Lysierung der Zellen wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen. Bei der zweiten Waschung war darauf zu achten, dass kein PBS
zuruckblieb. Dies hatte sonst zu einer Verdinnung des Lysates geflhrt und die

Wirkung des Lysepuffers beeintrachtigt.

Fir 6-Well-Schalen wurden 100 pl Lysepuffer verwendet. Fir 10 cm-Schalen
200 - 500 pl. Die Zellen wurden mittels eines Zellschabers heruntergekratzt und mit
einer Pipette in ein Reaktionsgefall dberfuhrt. Sollten mehrere Schalen
zusammengefuhrt werden, wurde der Lysepuffer aus der ersten Schale benutzt, um
die nachste Schale zu lysieren. Die Reaktionsgefalde wurden fir 5 - 10 min bei 4 °C
auf dem Drehrad rotiert. Danach wurden sie fur 30 min bei 31000 G und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefaR tberfiihrt, welches
mit dem Namen der Zelllinie, gegebenenfalls dem Namen des Medikamentes,
dessen Konzentration und dem Datum versehen war. Die Lysate wurden bei - 80 °C

verwahrt, um einen Proteinverlust zu vermeiden. Sollte mit den Lysaten am gleichen
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Tag weiter gearbeitet werden, wurden sie kurzzeitig auf Eis gelegt und bei 4 °C im
Kudhlschrank aufbewahrt.

Proteinquantifizierung mittels des BCA Assay

Das ,BCA Protein Assay Kit“ nach Pierce wurde eingesetzt, um eine Quantifizierung
des Gesamtproteins im Lysat vorzunehmen und bei mehreren Lysaten ein
gleichmafiges Laden der Gele zu ermoglichen. Der Assay nutzt die Komplexbildung
aus Bicinchoninsaure (engl. bicinchoninic acid, BCA) und Cu®. Es entsteht ein
violettfarbener Komplex, der bei einer Wellenlange von 562 cm zu messen ist.
Hierflir wurden in einem ersten Schritt alle Cu?* zu Cu” reduziert (Biuret-Reaktion).

Der Anteil von Cu?* ist proportional zur Menge an Protein in der Lésung.

In eine 96-Well-Schale wurden die neun Standards (St.) von 0 pg/ml bis 2000 pg/ml
Albumin in Duplikaten zu jeweils 12,5 yl pipettiert. Die Lysate wurden auch in
Duplikaten pipettiert (Probe), allerdings in einer 1:2 Verdlinnung mit Lysepuffer, um
Lysat zu sparen. Als Blindprobe wurde das BCA Reagenzgemisch verwendet.
Tabelle 3.9 gibt eine Darstellung der 96-Well-Schale wieder

Blank | St1 | St5 | St9 | Probe1
Blank | St1 | St5 | St9 | Probe1
St2 | St6 Probe2
St2 | St6 Probe2
St3 | St7
St3 | St7
St4 | St8
St4 | St8

Tabelle 3.9 Beispielhafte Darstellung der 96-Well Schale und ihrer Befiillung

BCA-Reagens-A (Na,CO;, NaHCO; BCA, und Natrium Salz in 0.1M
Natriumhydroxid) und BCA-Reagens-B (4 % Kupfersulfat) wurden im Verhaltnis 1:50
miteinander gemischt. Das Gemisch war, nach sorgfaltiger Mischung grinlich. Auf
jede Probe kamen 112,5 pl (total: 125 pl). Als Blindprobe diente 125 ul BCA

Reagens.
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Die Schale wurde bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert und danach mit Hilfe des
ELISA-Readers (Perkin EImer) gemessen. Ausgehend von der Proteinkonzentration

wurden nun die Proben flur die Elektrophorese hergestellt.

Proben Erstellen

Gemal BCA Protein Assay wurde fur jede Probe eine Mischung aus Lysat und
Lysepuffer erstellt. Das Gesamtvolumen bemald sich an der Anzahl an Gelen (35 pl
pro Gel und Probe). Die Proben wurden kurz gevortext ohne sie dabei zu erwarmen.
Danach wurden 15 ul Ladepuffer + DDT (6:1) hinzugegeben, nochmals gut
gevortext, fir 5 min aufgekocht und danach zentrifugiert. SDS (Natriumdodecylsulfat)
im Ladepuffer sorgte flr eine Unterbrechung der Wasserstoffbricken und ein
Aufspalten der Sekundar- und Tertiarstrukturen der Proteine. Auf’erdem bewirkte
SDS eine negative Ladung aller Proteine als Voraussetzung fur die Elektrophorese.
Das DDT spaltete die Disulfidbricken wahrend des Aufkochens. Das

Gesamtvolumen der Probe betrug nun 50 pl.

Die Proben konnten sofort verwendet werden oder sie wurden bei -20 °C
aufbewahrt. Im Falle eines Einfrierens mussten sie vor dem Verwenden nochmals 3

min aufgekocht werden.
3.2.3.2 Proteinelektrophorese

Material

o Kammer
o Bio-RAD Mini-PTOTEAN Tetra Cell
o Spacer und Glasplatten (BioRad; BioSat)
o Giel3gerate

e Chemikalien
o 1,5M TRIS/HCL pH = 8,8; Trenngelpuffer
o 0,5M TRIS/HCL pH = 6,8; Sammelgelpuffer
o Gelladepuffer (100 ml)
o Blotting Puffer (10x)
o TBS 10x
o TBST
o TBST-Milch = Block-Puffer
o DDT1M

o Proteinmarker : Precision Plus Protein Standard
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Gelherstellung

Um Gele herzustellen, mussten als erstes Spacer und Glasplatte in das Giel3gerat
gespannt werden. Danach wurden Trenngel und Sammelgel vorbereitet (siehe
Tabelle), jedoch APS und Temed noch nicht hinzugeben. Das Sammelgel wurde mit
Parafilm verschlossen, APS und Temed zum Trenngel hinzugegeben und mit einer
10 ml Pipette gut durchmischt. Die Flussigkeit wurde so zwischen Spacer und
Glasplatte eingefiillt, dass ein 2 cm breiter Rand Ubrig blieb. Der Rand wurde mit
Isopropanol uUberschichtet und polymerisierte innerhalb von 30 min aus. Danach
wurde das Isopropanol abgegossen, mit Wasser abgewaschen und mit Papier

getrocknet.

Nach Zugabe und Durchmischung von APS und Temed zum Sammelgel wurde das
Trenngel damit Uberschichtet und der Kamm eingesetzt. Die Auspolymerisierung
dauerte weitere 30 min. Nicht direkt verwendete Gele wurden bei 4 °C fur bis zu

10 Tage gelagert.

Polyacrylamid Trenngele (Mengenangaben fir ein Gel)

8 % 10 % 12 %

Aqua Dest. (ml) 4,75 4.1 3,45
1,5M TRIS pH 8,8 (ml) 2,5 2,5 2,5
30 % Acrylamid mit 2,67 3,33 4
0,8 % Bisacrylamid (ml)

10 % APS (ml) 0,05 0,05 0,05
TEMED (ml) 0,01 0,01 0,01
Gesamt (ml) 10 10 10

Tabelle 3.10 Angaben fiir Polyacrylamid Trenngele.
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Polyacrylamid Sammelgel

Aqua Dest. (ml) 3,07
1,5 M TRIS pH 6,8 (ml) 1,25
30 % Acrylamid mit 0,65

0,8 % Bisacrylamid (ml)

10 % APS (ml) 0,025
TEMED (ml) 0,005
Gesamt (ml) 5

Tabelle 3.11 Angaben fiir Polyacrylamid Sammelgele

Gelektrophorese

Die Gele wurden in die Halterung eingespannt und in die Elektrophoresekammer
gestellt. Die Kammer wurde mit TGS 1x bis zur Markierung gefullt. Die Kamme
wurden aus den Gelen entfernt und mit Hilfe einer Spritze mit TGS ausgesplilt. Die
Kammern wurden nun mit Protein Standard (Precesion Plus Protein Standards,
BIORAD) oder mit 20 bis 100 ug Probe geladen. Um eine Separierung der Proteine
nach ihrer Grolke zu erreichen, wurde eine Spannungsquelle an die Kammern
angeschlossen. Bis sich der Standard zu separieren begann, das Sammelgel also
durchlaufen war, wurde eine Spannung von 90 Volt angelegt. Danach wurde die
Spannung auf 150 Volt erhdht. Gestoppt wurde die Elektrophorese, wenn die Proben
durch das Gel gelaufen waren. Die Gele wurden nun mittel Western-Blot auf eine
SDS-Membran ubertragen. Es wurden 8 %, 10 % und 12 % Polyacrylamid Gele

verwendet

3.2.3.3 Western-Blot
Unter ,Blotting“ wird generell die Ubertragung von Proteinen (Western-Blot), DNA
(Southern-Blot) oder RNA (Northorn-Blot) auf eine Membran verstanden. Diese

Membran kann dann zum Nachweis bestimmter Molekule genutzt werden.

Material
e Kammer
o Bio-RAD Mini-PTOTEAN Tetra Cell
e PVDF-Membran
e Chemikalien

o Blotting-Puffer
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o Immunoblotting Blockierungslosung
o Primare und Sekundare Antikdrper
o ECL-Reagenzien

o Stripping-Puffer

o MeOH

Transfer und Blotting
Pro Gel wurden zwei Schwamme und zwei Filterpapiere in Blotting-Puffer
eingeweicht. Die PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran wurde erst zwei bis flinf

Minuten in MeOH aktiviert und dann in Blotting-Puffer gelegt.

Es wurden ,Sandwiches“ aus jeweils zwei Schwammen, zwei Papieren, der
Membran und dem Gel, wie in Abbildung 3.1 veranschaulicht, angefertigt und so in
die Blotting-Vorrichtung gestellt, dass sich das Gel auf der ,Minus“-Seite und die
Membran auf der ,Plus“-Seite befanden. Die Kammer wurde mit kaltem Blotting-

Puffer gefillt, so dass die ,Sandwiches® mit Flissigkeit bedeckt waren.

. VA IR A AT AL AR,
— et R Schwamm

= Papier

Gel

Membran

: Papier

Schwamm

Abbildung 3.1 Schematischer Aufbau eines "Sandwiches"

Es wurde nun eine Spannung von 100 Volt fir ein bis zwei Stunden angelegt. Nach
Ablauf der Zeit wurde das ,Sandwich® auseinandergenommen und die Membranen
kamen in ein vorher beschriftetes 50 ml Falcon-Réhrchen. Die Membranen wurden
nun mit der Immunoblotting-Blockierlésung fur eine Stunde bei Raumtemperatur
geblockt, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Danach erfolgte die Waschung
mit TBST.
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Immundetektion

Die Primarantikorper wurden in den in Tabelle 3.7 angegebenen Konzentrationen mit
dem Immunoblotting-Verdlinnungspuffer flr Antikdrper verdinnt und bei 4 °C Uber
Nacht auf dem Rollenmischgerat inkubiert. Hiernach erfolgten drei bis vier
Waschungen mit TBST. AnschlieBend wurden die Membranen fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit dem in Tabelle 3.7 angegebenen Sekundarantikdrper verdinnt
und in der Immunoblotting-Blockierlosung unter Rotation bebrutet. Nach weiteren
drei bis funf Waschungen mit TBST wurden die ECL-Reagenzien auf die Membranen
gegeben. Die an den Sekundarantikérper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase
katalysierte eine Oxidation des Luminols, was dann zu einer Chemielumineszenz
fuhrte. Diese Lichtabgabe konnte mittels der Autoradiographie als Schwarzung eines
Roéntgenfilmes dargestellt werden. Hierflr wurden die beiden ECL-Reagenzien A und
B (Tabelle 3.6) im Verhaltnis 1:40 miteinander vermischt und die Membranen fir 5
Minuten inkubiert. In der Dunkelkammer wurden in lichtdichten Kassetten auf die
Membranen, getrennt durch eine Plastikfolie, Réntgenfilme aufgelegt. Die Dauer
richtete sich nach der Starke des Lumineszenzsignales. Danach erfolgte die

Entwicklung des Filmes mittels des automatischen Filmentwicklers CP 1000.

Lagerung und Wiederverwenden der Membranen

Um primare sowie sekundare Antikérper von PVDF-Membranen zu entfernen,
wurden die Membranen fir 15 Minuten mit 10 ml "Stripping-Puffer" inkubiert.
Dadurch losten sich die Antikorper von den Membranen. Bevor eine erneute
Detektion mit einem primaren Antikérper erfolgen konnte, musste die Membran mit
der Immunoblotting-Blokierlosung behandelt werden. Danach konnte sie, wie oben
beschrieben, erneut mit einem primaren Antikorper behandelt werden. Fur eine
eventuelle spatere Verwendung wurden die Membranen bei - 20 °C gelagert. Nach
dem Auftauen mussten sie 15 Sekunden in Methanol gelegt und dreimal mit TBST

gewaschen werden.

3.2.4 CellTiter-Blue® Zell Viabilitats Assay

CellTiter-Blue® der Firma Promega bietet die Mdglichkeit, mittels Fluorescenze die

Anzahl lebensfahiger Zellen in Kulturplatten zu erfassen und zu quantifizieren. Hierzu
wird die Fahigkeit lebender Zellen, Resazurin (Alamarblau) in Resorufin zu
reduzieren, genutzt. Resorufin ist stark fluoreszierend. Die Messung findet bei 560

und 580 nm Wellenlange statt.
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Material
o 96-Well Platten
e Multilabel plate reader VICTOR X3
o CellTiter-Blue® -Kit

Methode

Die Zellen wurden, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, mit den vorgesehenen
Substanzen behandelt. Die Auswertung fand nach einer mikroskopischen
Sichtkontrolle statt. Zu 100 yl Medium wurden 20 ul CellTiter-Blue® Reagenz
dazugegeben. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei 37° C. Danach wurde die
Fluoreszenz bei 560 und 580 nm gemessen. Die Auswertung der Messung erfolgte

mittels Microsoft Excel®.

3.2.5 Graphische Darstellung

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Experimente mindestens dreimal
durchgefiihrt. Die Graphen wurden mit Microsoft Excel® erstellt. Es wurde immer der
Mittelwert der Experimente angeben. Zusatzlich wurde mittels Microsoft Excel® die

Standardabweichung ermittelt und graphisch als Fehlerindikator dargestellt.

3.2.6 Auswertung der IC-50 Werte
Die Auswertung der absoluten IC-50 erfolgte mittels der GraphPad Prism Software,

die auf der nachfolgenden Formel basiert:

a—50% Antwort 1

1650 =c¢ (50 % Antwort — d)(E

Hier entspricht a der unteren, d der oberen Asymptote der sigmoidalen Kurve. b ist
der Umschlagspunkt und ¢ die Konzentration, die dem Mittelwert zwischen a und d

entspricht.

3.2.7 Auswertung der Doppelbehandlungen

Die Auswertung von Doppelbehandlungen erfolgte durch die rechnerische Ermittlung
eines Kombinationsindex (Cl) (Chou, 2010). Fir diese Berechnungen wurde die
Software CompuSyn verwendet. Der Effekt einer Monobehandlung wird mit folgender

Formel beschrieben:
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Fa_(D)
Fu \Dm m

D steht fur die Dosis der Substanz, Fa fur den Anteil, der einen Effekt zeigt, Fu flr
den Anteil, der keinen Effekt zeigt. Dm ist die mediane Dosis, die einen Effekt
erzeugt und m ist der Koeffizient, der die Dosis-Wirkungsbeziehung mit m = 1 fur
hyperbolische, > 1 fur sigmoidale und < 1 fur flache Kurvenverlaufe angibt. Der
Kombinationsindex Cl wird mittels des medianen Effekts der Substanzen in
Kombination sowie des Effektes der Kombination beider Substanzen errechnet. Die

Formel lautet:

D, D,

Cl =
Dx; + Dx,

Dx4 als Nenner fur D1 und D2 geben den Effekt in Prozent an, wenn die
Substanzen fir sich alleine gesehen werden. D1 und D2 hingegen geben den Effekt
einer Kombination in Prozent an. Ein Cl kleiner 1 gibt Synergismus an. Ist er gleich 1
bedeutet dies einen additiven Effekt. Ist der Cl groRer eins bedeutet dies, dass die

beiden Substanzen zusammen einen antagonistischen Effekt besitzen.
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4 Ergebnisse

Unser Ziel war es, die Regulation des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges und seinen
Einfluss auf die Zellviabilitdt zu untersuchen. Mittels Western-Blot wurde nach
Behandlung mit spezifischen Inhibitoren von mMTORC1 oder PI3K der
Phosphorylierungsstatus von Zielproteinen des Signalweges dargestellt. Mittels
Zellviabilitats-Analyse wurden die Ergebnisse des Immunoblottings in ein mogliches

Ansprechen der Zellen auf eine Behandlung Ubersetzt.

4.1 Proteinbiochemische Veranderung in humanen
Harnblasenkrebszellen nach der Behandlung mit dem PI3K-
spezifischen Inhibitor PIK90

Um den Effekt der Inhibierung von PI3K in verschiedenen humanen
Harnblasenkrebszellen auf seine Zielproteine zu untersuchen, nutzten wir den
PI3K-spezifischen Inhibitor PIK90. Untersucht wurde die Exprimierung und der
Phosphorylierungsstatus der Proteine AKT, pAKT (Thr308), pAKT (Ser473), S6K1,
pS6K1 (Thr389) und 4EBP1 sowie p4EBP1 (Thr37/46). Wir untersuchten die
biochemischen Effekte an neun verschiedene Zelllinien: 253J, BFTC905, RT112,
T24, HCV29, HT1197, 639v, J82 und UMUCS3. Mittels Western-Blot stellten wir die
Einflussnahme von PIK90 auf die Proteinexpression im PISK/AKT/mTOR-Signalweg
nach einer Stunde Behandlung dar (Abbildung 4.1). Die in der Literatur angegebene
IC50 flr die Inhibierung der katalytischen Untereinheiten von von PI3K wird fur 110a
mit 11 nM und far 110y mit 18 nM angegeben, fir p110p und & liegen sie bei 35 nM
bzw. 58 nM. Die IC50 fir mTORC1 liegt bei 1050 nM (Knight et al., 2006). Wir
wahlten aufsteigende Dosierungen zwischen 1 und 2000 nM. Die Zellen wurden flr
eine Stunde behandelt. Hier zeigte sich fur alle Zelllinien ein Effekt in der
Dephosphorylierung von pAKT an den Aminosaureresten Ser472 und Thr389. Der
Phosphorylierungsstatus der Zelllinie HCV29 wurde im Vergleich zu den anderen
Zelllinien frih mit einer IC50 von 25 nM inhibiert. Die meisten Zelllinien zeigten ein
Ansprechen bei einer PIK90-Konzentration von ca. 50 nM. T24 hatte eine IC50 von
100 nM fur pAKT Thr389. Die Inhibierung von pAKT Ser472 erfolgte bei ca. 100 nM.
Fir alle anderen getesteten Zelllinien erfolgte die Dephosphorylierung von pAKT

Thr389 und Ser472 bei ahnlichen PIK90-Konzentrationen. Eine 1C50-Inhibierung fur
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AKT wurde fur die Zelllinie UMUC3 bei 250 nM erreicht. Die IC50 der
Dephosphorylierung von pS6K1 variierte starker zwischen den Zelllinien. 253J und
BFTC905 zeigten eine IC50 von 50 nM mit einer nicht mehr nachweisbaren Aktivitat
fir 500 nM. RT112, 639v und J82 hatten eine IC50 bei 100 nM. Die IC50 fur HT1197
und T24 lag bei 350 nM, fir UMUCS3 bei 500 nM und fiir die HCV29 bei 650 nM. Drei
der getesteten neun Zelllinien reagierten mit einer teilweisen Dephosphorylierung
von 4EBP1: 253J mit einer IC50 von 500 nM, BFTC905 und RT112 mit einer IC50
von 600 nM. Die unterschiedlichen IC50 sind in Abbildung 4.2 graphisch aufgefuhrt.
Zusammenfassend konnte man feststellen, dass alle Harnblasenkarzinomzellen mit
einer Inhibierung innerhalb des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges reagierten. Eine
teilweise Dephosphorylierung fir 4EBP1 zeigten drei Zelllinien: 253J, BFTC905 und
RT112, allerdings erst fur Konzentrationen von PIK90, die bei AKT und S6K1 bereits
zu einer vollstandigen Dephosphorylierung gefuhrt hatten und bei denen von einer

unspezfischen Inhibiton durch PIK90 ausgegangen werden muss.
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Abbildung 4.1 Phosphorylierungsstatus verschiedener Proteine des PI3K-Signalwegs in humanen
Harnblasenkarzinomzellen nach Behandlung mit PIK90. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit PIK90
behandelt und die Proteinexpression danach mittels Western-Blot analysiert Als Kontrolle wurde jeweils die totale
Proteinmenge und die DMSO-Verdiinnung, die der héchsten Konzentration an DMSO der Verdlinnungsreihe
entsprach, verwendet. Kontr : Kontrolle; nM : nanomolar. Teile dieser Daten wurden bereits Verdffentlicht: (Sathe
et al., 2018)
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Abbildung 4.2 IC50 Werte der Proteine pAKT (THR), pS6K1 und p4EBP1 fiir verschiedene

Harnblasenkarzinomzellen nach der Behandlung mit PIK90.

4.2 Effekt der Behandlung humaner Blasenkrebszellen mit dem
mTORC1-spezifischen Inhibitor RAD001

Da nur eine kleine Untergruppe der getesteten Zelllinien einen Effekt auf die
Phosphorylierung von 4EBP1 zeigte, galt unser Interesse dem allosterischen
mTORC1-spezifischen Inhibitor RAD0OO1 (Everolimus) und seinem Einfluss auf den
PI3BK/AKT/mTOR-Signalweg in Harnblasenkarzinomzellen. Unsere Gruppe konnte
bereits zeigen, dass RAD001 keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von 4EBP1 in
den Zelllinien T24 und RT112 hatte (Nawroth et al., 2011). Wir untersuchten nun
zusatzlich die Zelllinien HT1197, J82, 253J und 639v in aufsteigenden
Konzentrationen von 0,001 nM bis 50 nM RADO001 (Abbildung 4.3). Hierbei zeigte
sich eine Zunahme der Aktivitat von pAKT flr hohere Konzentrationen von RADOO1.
Alle Zelllinien zeigten eine Dephosphorylierung von pS6K1. Die Zelllinie HT1197
erreichte fir 2 nM RADOO1 eine IC50. J82 sprach bei 0,6 nM an, 253J und 639v bei
0,5 nM bzw. 0,4 nM. Keine der Zelllinien reagierte mit einer Dephosphorylierung von
4EBP1 auf die Inhibierung von mTORCA1.
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Abbildung 4.3 Analyse der Phosphorylierung verschiedener Proteine des PI3K-Signalwegs in humanen
Harnblasenkarzinomzellen nach der Behandlung mit RAD001. Die Zellen wurden fir eine Stunde mit RAD001
behandelt. Western-Blot der einzelnen Zelllinien mit aufsteigenden Konzentrationen fir RAD0O1. Als Kontrolle
wurde jeweils die totale Proteinmenge und die DMSO-Verdiinnung, die der héchsten Konzentration an DMSO der
Verdunnungsreihe entsprach, verwendet. Kontr: Kontrolle, nM: nanomolar. Teile dieser Daten wurden bereits
Veroffentlicht: (Sathe et al., 2018)

Diese Ergebnisse deckten sich mit den Daten aus den vorhergegangenen
Versuchen, in welchen wir schon ausflihrlich zeigen konnten, dass die Inhibierung
von mTOR keinen 4EPB1 in
Harnblasenkarzinomzellen hat (Nawroth et al., 2011). Ein Effekt auf p4AEBP1 kann

also nur in drei von neun Zelllinien nach einer Inhibierung von PI3K gesehen werden

Einfluss auf den Aktivitatsstatus von

und auch hier nur in Konzentrationen, in denen man von einer unspezifischen
Inhibition anderer Kinasen der PI3K-Familie ausgehen muss. Die allosterische
Inhibierung mittels Komplexbildung von RADO0O1 und FKBP12 und der daraus
resultierenden Inhibierung von mTORC1 zeigte auch bei den neu untersuchten

Zelllinien keinen Einfluss auf p4AEBP1.
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Abbildung 4.4 IC50 fur pS6K1 verschiedener Harnblasenkarzinomzellen nach der Behandlung mit
RADO001.

4.3 Zellviabilitats-Analyse humaner Harnblasenkarzinomzellen
mittels CellTiter-Blue® Zellviabilitats-Assay nach Behandlung
mit PIK90 oder RAD001

Um eine Korrelation zwischen der Veranderung in der Aktivitat des PIBK/AKT/mTOR-
Signalweges und der Proliferationsfahigkeit der Harnblasenkarzinomzellen zu
untersuchen, fuhrten wir eine Zellviabilitdts-Analyse an 13 Zelllinien durch. Zu den
neun mittels Immunoblotting analysierten Zelllinien nahmen wir noch finf weitere
Zelllinien hinzu: 639v, 647v, HT1376, KU19-19 und VmCUB1. Nach einer
Behandlungszeit von 72 Stunden mit RADOO1 oder PIK90 wurde die Zellzahl mittels
CellTiter-Blue®-Fluoreszenzassay analysiert (Kapitel 3.2.4).

4.3.1 Zellviabilitats-Analyse von 13 Harnblasenkarzinomzellen nach 72h
Behandlung mit PIK90

Fir den Versuch wurde PIK90 in aufsteigenden Konzentrationen von 50 bis 2000 nM
auf die Zellen gegeben. Die Auswertung erfolgte nach 72 Stunden (Abbildung 4.5).
Im Ansprechen der Zelllinien auf die Behandlung mit dem Inhibitor zeigten sich grofRe

Unterschiede.
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Abbildung 4.5 Zellviabilitits-Analyse fiir verschiedene Harnblasenkarzinomzellen nach Behandlung
mit PIK90 in aufsteigenden Konzentrationen. Die 13 Zelllinien wurden fiir 72h mit PIK90 behandelt. Die
Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmessung. Als Kontrolle wurde die DMSO-Verdinnung, die der
héchsten Konzentration an DMSO der Verdinnungsreihe entsprach, verwendet. Teile dieser Daten wurden

bereits Veréffentlicht: (Sathe et al., 2018)
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Abbildung 4.6 Absolute IC50 Konzentrationen fiir 13 Zelllinien in aufsteigender Reihenfolgen. Fur
KU19-19, 647v, J82, UMUC3 und 639v konnte bis 2000 nM keine IC50 ermittelt werden.

Sowohl der Zeitpunkt des Ansprechens als auch die absoluten IC50 Konzentrationen
der verschiedenen Zelllinien variierten (Abbildung 4.5, Abbildung 4.6). Das
sensitivste Ansprechen zeigten 253J, BFTC905 und RT112 (23 % der getesteten
Zelllinien). Dies korrelierte mit der Dephosphorylierung fur 4EBP1 auf die
Behandlung mit PIK90 im Immunoblotting. Das durchschnittliche Ansprechen dieser
drei von 13 getesteten Zelllinien lag fur 500 nM bei 40 % und flr 2000 nM bei 80 %
Reduktion gegenuber der Kontrolle. Funf Zelllinien (38 %) zeigten ein intermediares
Ansprechen. Dies entsprach einer Abnahme der Zellzahl gegentber der Kontrolle flr
500 nM zwischen 20 % und 40 % und fur 2000 nM zwischen 55 % und 60 %.
Weitere funf Zelllinien (38 %) zeigten sich nicht sensitiv gegenuber der Behandlung
mit PIK90 und erreichten bis zu einer Konzentration von 2000 nM PIK90 keine IC50.
UMUCS3, J82 und KU19-19 zeigten fur 500 nM keine Reduktion im Wachstum und
647v eine Abnahme von 20 %. Fir 2000 nM erreichten sie Werte von ca. 40 %.

KU19-19 schien mit nur 25 % Reduktion besonders resistent.

4.3.2 Zellviabilitats-Analyse von 13 Harnblasenkarzinomzellen nach 72h

Behandlung mit RAD001
Um den Effekt einer mTORC1-spezifischen Inhibierung auf
Harnblasenkarzinomzelllinien untersuchen zu kénnen, fihrten wir eine Behandlung
der gleichen 13 Zelllinien mit RADOO1 durch, wie in Abbildung 4.7 dargestellt.

49



253) 639v 647v

120 120 120
2 100 2 100 | { 2 100 6
o o o
€ 80 | € 80 € 80 .
< M M
5 60 5 60 = 60
el ° el
R 40 ® 40 ® 40
20 20 20
0 0 0 . . . . . . .
0 001 01 05 1 5 10 50 0 001 01 05 1 5 10 50 0 001 01 05 1 5 10 50
Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM
BFTC905 HCV-29 HT1197
120 120 120
t
% 100 % % 100 % 100
£ g0 | £ 80 £ 80
g g g
g 60" g 60 5 60
-] o 1 ©
x 40‘ X 40 . X 40 .
" p H 10 = I
0 001 01 05 1 5 10 50 0 001 01 05 1 5 10 50 0 001 01 05 1 5 10 50
Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM
HT1376 )82 KU19-19
120 120 120
e t 2 100 2 100
o 100 o e
é 80 r é 80 é 80
5 60 g 60 g 60
=l ° el
R 40 X 40 x 40
20 20 20
0 0 0
0 001 01 05 1 5 10 50 0 001 01 05 1 5 10 50 0 001 01 05 1 5 10 50
Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM
RT112 T24 UMUC3
120 120
120 I I
2 100 2 100 } 2 :
[ [ S 100 h
é 80 ' é 80 fi’ 80
g 60 g 60 g 60
X 40 X 40 X 40
20 ﬂ 20 H H 20
0 0 0
0 001 01 05 1 5 10 50 0 001 01 05 1 5 10 50
Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM Medikamentenkonzentration in nM
VmCUB1
120
2 100 |
[
€ 80 |
o
¥
5 60 |
o
X 40
2 H
0

0o 001 01 05 1 5 10 50
. Medikamentenkonz_entre_)ti_or]_in nM . . . .
Abbildung 4.7 Zellviabilitdts-Assay fiir verschiedene Harnblasenkarzinomzellen unter Behandlung mit

RADO001 in aufsteigenden Konzentrationen. Die 13 Zelllinien wurden mit Konzentrationen von 0,01 bis
50 nM fur 72h behandelt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmessung. Als Kontrolle wurde die
DMSO-Verdinnung, die der héchsten Konzentration an DMSO der Verdiinnungsreihe entsprach, verwendet.

Teile dieser Daten wurden bereits Veroffentlicht: (Sathe et al., 2018)
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Das Ansprechverhalten zeigte sich ahnlich heterogen wie das nach der Behandlung
mit PIK90. Die Zellen wurden mit RADOO1 in Konzentrationen zwischen 0,01 - 50 nM
fur 72 Stunden behandelt. Hier reagierten sechs der 13 Zelllinien (46 %) mit einer
IC50 von < 10 nM und acht (61 %) erreichten eine absolute IC50 (Abbildung 4.8).
Das sensitivste Ansprechen zeigte die Zelllinie HT1197, welche schon bei einer
Konzentration von 0,1 nM mit einer Reduktion von 25 % gegenuber der Kontrolle
reagierte, bei 5 nM sogar mit fast 70 %. Die vier Zelllinien (HCV29, T24, J82 und
HT1197) mit dem deutlichsten Ansprechen fur 0,1 nM mit 20 % reagierten auch fur
5 nM mit fast 60 % am effektivsten auf die Behandlung mit RADOO1. Keine andere
der getesteten Zelllinien zeigte ein Ansprechen fur 0,1 nM von >10 %. Einige der
Zelllinien reagierten sehr frih (0,1 nM) auf eine Behandlung mit RAD001, dies sagte
aber kein gutes Ansprechen flr hdohere Konzentrationen vorher. Z. B. zeigte die
Zelllinie 647v zwar eine 10 %-ige Reduktion ihres Wachstums fur 0.1 nM, aber nur
30 % fur 5 nM. Wohingegen VmCUB1 fur 0.1 nM gerade einmal einen 4 %-igen
Effekt zeigte, fur 5 nM jedoch fast 50 % erreichte.
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Abbildung 4.8 Absolute IC50 Konzentrationen fiir 13 Zelllinien in aufsteigender Reihenfolge. Bis zu
einer IC50 von 10 nM wurde das Ansprechen als Sensitiv gewertet. Fur finf Zelllinien konnte keine 1C50

ermittelt werden.

Eine Korrelation zwischen diesem Ansprechen und den Ergebnissen des

Immunoblottings konnte nicht festgestellt werden. Zusammenfassend zeigte sowohl
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die Behandlung mit PIK90 oder RADOO1 ein heterogenes Ansprechen in der
Viabilitat.

4.4 Korrelation zwischen dem Ansprechen auf die Behandlung mit
PIK90 oder RAD001 und den genetischen Veranderungen der

Zelllinien

Fur die Behandlung mit PIK90 konnte in drei von neun Zelllinien eine beginnende
Dephosphorylierung von 4EBP1 bis 2000 nM gesehen werden. Diese Zelllinien
reagierten auch sensibel im Viabilitats-Assay. Insgesamt zeigten acht von 13
Zelllinien ein sensibles bis moderates Ansprechen fir die Behandlung mit PIK90. Fur
RADOO1 zeigt sich, dass funf von 13 getesteten Zelllinien sensibel auf die
Behandlung reagierten. Zwar konnten im Immunoblotting verschiedene IC50-
Konzentrationen fir die Dephosphorylierung von pS6K1 gesehen werden, eine
Korrelation zum Viabilitats-Assay war jedoch nicht festzustellen. Es stellte sich daher
die Frage, ob Alterationen oder Mutationen der verschiedenen Zelllinien einen
Einfluss auf das Ansprechen im Immunoblotting und/oder im Zellviabilitats-Assay
haben. Hierfir durchsuchten wir die einschlagigen Datenbanken SANGER
(www.sanger.ac.uk) und CCLE (www.broadinstitute.org) sowie Daten aus
wissenschaftlichen Artikeln (Askham et al., 2010; Platt et al., 2009) auf Literatur Gber
Veranderungen in der Genetik der Zelllinien. Die Alterationen sind in Tabelle 4.1
graphisch dargestellt. Wir konzentrierten uns dabei auf den PISK/AKT/mTOR-
Signalweg. Die Zelllinie 253J zeigte eine aktivierende Mutation im PI3KCA-Gen.
Auch die Zelllinie HT1197 wies eine solche Mutation auf, jedoch war das Ansprechen
auf PIK90 eher moderat, und im Immunoblotting konnte kein Effekt auf p4EBP1
gesehen werden. Da wir friher zeigen konnten, dass der Ras/Raf/Mek/Erk-
Signalweg einen Einfluss auf den PI3K-Singalweg nahm (Nawroth et al., 2011),
wurde auch das Alterationsspektrum von H-, N-, K-Ras betrachtet. Die Zelllinie
BFTC905 trug eine Mutation im N-Ras-Gen. Aber auch hier zeigte sich kein
pradiktiver Zusammenhang, wenn man das Verhalten anderen Zelllinien mit einer
ahnlichen genetischen Veranderung betrachtet. Fur RADOO1 wird in der Literatur der
Gen-Locus TSC1 diskutiert, der zusammen mit einer Veranderung im
Neurofiboromatose Typ Il (NF2)-Gen in einem Patienten gefunden wurde. Dieser
Patient hatte auf die Behandlung mit RADOO1 26 Monate progressionsfreies

Uberleben gezeigt (Seront et al., 2012). In diesem Versuchsaufbau konnte die
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genannte Veranderung fur TSC1 jedoch nicht mit einem generell guten Ansprechen

verknlpft werden.

[Zelllinie | PI3KCA | PTEN l FGFR3 | RAS PIK90 WB 4EBP1 | PIK90 ZVA RADO01 ZVA

639v

BFTC905

| HCV-29

HT1197

HT1376

KU19-19

RT112

UMuC3

| VmCUB1

Legende:
- Wildtyp \:] Reduktion [:] Gutes Ansprechen

- Keine Reduktion D Intermediares Ansprechen

. Mutation bekannt

D Mutation ohne aktivierenden Effekt . Keine Daten Kein Ansprechen

Tabelle 4.1 Mutationsspektrum des PI3K-Signalwegs der benutzen Harnblasenkarzinom-Zelllinien.

Auch fir andere Gen-Loci ist anhand der bisher bekannten Mutationen, in diesem

Setting, keine Vorhersage des Ansprechens fir PIK90 und fur RADO01 mdglich.

4.5 Duale Behandlung ausgewahlter Zelllinien mit PIK90 und
RADO001 - Beeinflussung von 4EBP1 und des Zellwachstums

im Vergleich zur Monotherapie

In den vorausgegangen Experimenten konnten wir zeigen, dass RADOO1 keinen
Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von 4EBP1 hatte und PIK90 nur in den
Zelllinien 253J, RT112 und BFTC905 und in unspezifischen Dosierungen.
Interessanterweise flhrte aber der gegen das katalytische Zentrum der PI3Kinase-
Familie gerichtete duale mTOR/PI3K-Inhibitor NVP-BEZ253 zu einer
Dephosphorylierung von 4EBP1. Jedoch reagierte p4EBP1 erst bei deutlich héheren
Konzentrationen als pS6K1. pAKT reagierte, anders als bei der Behandlung mit
PIK90, deutlich spater als pS6K1, was auf eine direkte Inhibierung von mTOR durch
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NVP-BEZ253 hinwies. Unter der Behandlung mit PIK90 schien erst die Inhibierung
von pAKT zu einem Effekt auf mMTORC1 zu fihren (Nawroth et al., 2011). Von
Interesse war nun, ob die gleichzeitige Inhibition von PI3K und mTOR zu einem
Effekt, ahnlich dem von NVP-BEZ253 flihren wirde. Zusatzlich sahen wir, dass ein
gutes Ansprechen im Zellviabilitats-Assay fir PIK90 mit einer Reduktion der
Phosphorylierung von 4EBP1 zusammenhing. Unsere Gruppe zeigte, dass p4EBP1
in Harnblasenkarzinomzellen nicht der Regulierung von mTOR unterliegt (Nawroth et
al., 2011). Es galt, die regulatorischen Einflisse von 4EBP1 naher zu beschreiben.
Aulerdem sollte verifiziert werden, dass das Ansprechen auf ein Eingreifen in den
PI3K-Signalweges besonders  effektiv ist, wenn biochemisch eine
Dephosphorylierung von 4EBP1 festgestellt werden kann. Hierzu untersuchten wir
den Einfluss einer dualen Inhibition des PI3K-Singalweges mittels RAD0OO1 und
PIK9O.

4.5.1 Immunoblotting der Zelllinien RT112, J82 und 639v nach dualer
Behandlung mit PIK90 und RAD001

Wir behandelten die Harnblasenkarzinomzellen RT112, J82 und 639v gleichzeitig mit
5 nM RADOO01 und PIK90 in aufsteigenden Konzentrationen, beginnend mit 10 nM
und einem Hochstwert von 2000 nM PIK90. Wir wahlten dazu gezielt drei Zelllinien,
die die Diversitat des Ansprechens auf RADOO1 und PIK90 in den vorhergegangenen
Versuchen wiederspiegelten. Hierfir wurde zunachst RT112 untersucht, eine
Zelllinie, die ein sehr gutes Ansprechen auf PIK90 im Viabilitats-Essay zeigte. Auch
war flr hohe Konzentrationen PIK9O0, in denen unspezifische Bindungen von PIK90
angenommen werden mussen ein Dephosphorylierungseffekt von 4EBP1 zu sehen.
Im Ansprechen auf RADOO1 zeigte sich eine IC50 von 10 nM. J82 war im Bezug auf
RADOO1 mit einer IC50 von 4,8 nM, sensitiv, fir PIK90 jedoch wurde bis 2000 nM
keine IC50 erreicht. 639v erreichte weder in der Behandlung mit PIK90 noch mit
RADOO1 in der Monobehandlung eine 1C50.

Nach einer Stunde Behandlung mit der Kombination aus RAD001 und PIK90 wiesen
die drei Zelllinien im Immunoblotting fur pAKT Thr389 und Ser472 eine IC50 von
5nM fir RADOO1 und 50 nM fur PIK90 auf. Keine der Zelllinien zeigte flir 5nM
RADOO1 und 500 nM PIK90 noch eine Aktivitat fur pAKT. pS6K1 zeigte, wie zu
erwarten, flr keine der dargestellten Konzentrationen eine Aktivitdt. Die
Dephosphorylierung von 4EBP1 zeigte fir RT112 eine IC50 fir 5 nM RADOO1 und

500 nM PIK90. Eine komplette Reduktion konnte fiur die gewahlten Konzentrationen
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nicht festgestellt werden. Ahnlich verhielt es sich auch mit den Zelllinien J82 und
639v. Fur die Zelllinie 639v zeigte sich allerdings erst fir 5 nM RAD001 und 1000 nM
PIK90 eine deutliche Reduktion der Aktivitat von p4EBP1 (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9:Analyse der Phosphorylierung verschiedener Proteine des PI3K-Signhalwegs in humanen
Harnblasenkarzinomzellen. Western-Blot-Analyse der Zelllinien Rt112, J82 und 639v mit aufsteigenden
Konzentrationen fiir PIK90 bei gleichzeitiger Gabe von 5 nM RADO01. Die Behandlung erfolgte firr eine Stunde.
Als Kontrolle wurde jeweils die totale Proteinmenge und die DMSO-Verdiinnung, die der héchsten Konzentration
an DMSO der Verdinnungsreihe entsprach, verwendet. Ktr. : Kontrolle, Alle Konzentrationen in nM. Teile dieser
Daten wurden bereits Veroffentlicht: (Sathe et al., 2018)

Die Ergebnisse der dualen Behandlung waren flr die Zelllinie RT112 vergleichbar mit
den Western-Blots der Monotherapie bezuglich der Dephosphorylierung von 4EBP1.
Fur die Zelllinie 639v zeigte sich kein Unterschied beziglich pAKT und pS6K1.
Bemerkenswert war jedoch der oben beschriebene Effekt auf pAEBP1. Die Zelllinie
J82 reagierte auch ahnlich bezogen auf pAKT und pS6K1. Fir die Zelllinien 639v
und J82 war die beginnende Dephosphorylierungeffekt auf pAEBP1 allerdings in der
Monobehandlung nicht zu beobachten. Wir konnten also zeigen, dass die duale
Inhibition mittels eines PI3K-Inhibitors und eines mTOR-Inhibitors, einen Einfluss auf

den Aktivierungszustand von 4EBP1 hat.
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4.5.2 Zellviabilitats-Assay nach 72h dualer Behandlung der
Harnblasenkarzinom-Zelllinien RT112, J82 und 639v mit PIK90 und
RADO001

Es stellte sich nun die Frage, ob die Dephosphorylierung von 4EBP1 mit dem

Zellwachstum humaner Harnblasenkarzinomzelllinien korreliert. Wir gestalteten den

gleichen Versuchsaufbau wie fiur die Wachstumskurven in der Monobehandlung und

nutzten die Konzentrationen des Immunoblottings der Doppelbehandlung. Man
konnte einen sehr deutlichen Effekt auf das Ansprechen der Zellen beobachten,
insbesondere fur Konzentrationen ab 500 nM PIK90 und 5 nM RADO001 (Abbildung

4.10 A). So zeigte sich fur die Zelllinien RT112 eine 75 %ige Reduktion fur 500 nM

PIK90 und 5 nM RADO0O0O1 gegenuber der Kontrolle. Die alleinige Behandlung mit

PIK90 erbrachte nur einen Effekt von 40 %. Ahnlich fiel das Ergebnis fir die anderen

beiden Zelllinien aus. J82 sprach mit 68 % Reduktion gegenuber der Kontrolle an. In

der Monobehandlung mit PIK90 war kein Effekt feststellbar. 639v sprach mit 64 %
gegenuber 18 % ebenfalls deutlich besser an. Da ein Teil dieses Effektes alleinig auf
die zusatzliche Behandlung mit RADOO01 zurickzuflihren war, errechneten wir mittels
der Software CompuSyn (Chou, 2010) ,Kapitel 3.2.7) den Kombinationsindex (ClI).

Ein CI kleiner eins lasst auf einen Synergismus schlieRen. Ist der CI gleich eins

bedeutet dies einen additiven Effekt. Ist der Cl groR3er eins spricht dies fur dies fur

einen antagonistischen Effekt der beiden Substanzen. Wir beobachteten, dass flr

RT112 bis 500 nM PIK90 und 5nM RADOO0O1 ein klar synergistischer Effekt

festzustellen war. Der Synergieeffekt wurde weniger fur 1000 nM PIK90 und 5 nM

RADOO1 und ging in einen additiven Effekt fur 2000 nM PIK90 und 5 nM RADO0O01

uber.
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Abbildung 4.10 A Doppelbehandlung mit PIK90 in aufsteigenden Konzentrationen und RAD001 in fester
Konzentration von 5 nM. Als Kontrollen wurden die hochsten Konzentrationen der einzelnen Wirkstoffe und die
DMSO-Verdiinnung, die der héchsten Konzentration an DMSO der Verdlinnungsreihe entsprach, verwendet.

Teile dieser Daten wurden bereits Veroffentlicht: (Sathe et al., 2018)

B Kombinationsindex (Cl) fiir die duale Behandlung der Zelllinien RT112, J82 und 639v mit PIK90 und
RADO001. Gezeigt ist eine graphische Darstellung des Kombinationsindexes. Werte unterhalb der Cl-Linie
entsprechen einem synergistischen Effekt. Dartiber besteht, abhangig vom Abstand zu der Cl-Linie, ein additiver

oder antagonistischer Effekt. Die genauen Zahlenwerte finden sich in Tabelle 4.2.

57



Dosis RAD001 | Dosis PIK90 CI RT112 Cl J82 Cl 639v
5nM 10nM 0.5 1.1 0.8
5nM 50nM 0.3 1.2 0.7
5nM 100nM 0.3 0.9 0.5
5nM 500nM 0.4 0.2 0.4
5nM 1000nM 0.7 0.3 0.5
5nM 2000nM 1 0.3 0.5

Tabelle 4.2 Kombinationsindex (Cl) fiir die Zelllinien RT112, J82 und 639v bei Doppelbehandlung mit
RADO001 und PIK90. Der Kombinationsindex wurde mittels der Software CompuSyn berechnet.

Ein anderes Bild zeigte sich fur die Zelllinie J82. Fur niedrigere Konzentrationen von
PIK90 konnte ein additiver bis antagonistischer Effekt auf die Doppelbehandlung
gesehen werden. Fur hohe Konzentrationen (>500 nM) PIK90 zeigte sich jedoch ein
ausgepragter synergistischer Effekt. Die Zelllinie 639v reagierte bei allen
Konzentrationen der beiden Medikamente mit einem deutlichen synergistischen
Effekt (Abbildung 4.11 B, Tabelle 4.2). Bei dualer Behandlung von
Harnblasenkarzinomzellen gegenuber der Monobehandlung ergab sich ein additiver
bis synergistischer Effekt der beiden Substanzen fir Konzentrationen > 5 nM
RADOO1 und 100 nM PIK90. Dieser Effekt korrelierte mit einer Dephosphorylierung
von 4EBP1.
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5 Diskussion

Einer der am haufigsten veranderten Signalwege in humanen Krebserkrankungen ist
der PI3K-Signalweg (Weigelt and Downward, 2012). Beim Harnblasenkarzinomen
konnte in ca. 70 % eine erhdhte Aktivitat im RTK/RAS/PI3K/AKT/mTOR-Signalweg
festgestellt werden (Network, 2014). Die ersten zugelassenen Therapeutika, die in
den PI3K-Signalwege eingriffen, waren die sogenannten Rapalogs (Rapamycin-
Derivate). Seitdem wurden eine Vielzahl von PI3K-Signalweg-Inhibitoren entwickelt.
Sie unterscheiden sich durch ihren Angriffspunkt innerhalb des Signalweges. Es gibt
ATP-kompetitive, duale Klasse | PI3BK/mTOR-Inhibitoren (mTORC1 und mTORC?2),
"pan-,PI3K-Inhibitoren, isoform-spezifische PI3K-Inhibitoren, allosterische und
katalytische AKT-Inhibitoren und ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren (mTORC1 und
mTORC2). Jedoch wurde, abgesehen von den Rapalogs, nur der PI3K-8-Inhibitor
Idelalisib flr die Behandlung der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL) durch
die FDA zugelassen (Yap et al, 2015). Alle klinischen Versuche im
Harnblasenkarzinom mit PI3K/AKT/mTOR-Signalweg-Inhibitoren sind bisher eher
enttauschend verlaufen. Die Grinde hierfur sind noch nicht abschlie3end untersucht.
In dieser Arbeit wurde mittels spezifischer Inhibition der PI3-Kinase und mTORC1 in
Monotherapie und dualer Therapie die Regulation von 4EBP1 in
Harnblasenkarzinomzellen weiter erforscht, um somit Grundlagen zu erarbeiten, auf

Basis derer eine weitere Erforschung in vivo und in klinischen Studien erfolgen kann.

5.1 Inhibition von PI3K mittels PIK90

In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer Inhibierung der PI13-Kinase vor allem auf die
mTORCA1 Substrate  S6K1 und  4EBP1, und die Viabilitdt in
Harnblasenkarzinomzellen getestet. In allen verwendeten Harnblasenkarzinomzellen
fuhrte die Behandlung mit PIK90 zu einer Dephosphorylierung von pAKT an den
beiden Aminosaureresten Ser473 und Thr308. Aufgrund der Dephosphorylierung von
pS6K1 konnte davon ausgegangen werden, dass mTORC1 durch die Behandlung
mit PIK90 via der Inhibition von PI3K ebenfalls beeinflusst wurde (Laplante and
Sabatini, 2009). Das in den drei Zelllinien 253J, BFTC905 und RT112, wie in
Abbildung 4.1 gezeigt, bei hoheren Konzentrationen ein Effekt auf die

Phosphorylierung von 4EBP1 zu sehen war, ist vermutlich auf eine zusatzliche

59



direkte Inhibition von mTORC1 zurtckzufihren (Knight et al., 2006). Die IC50 fir
mTORC1 wird mit 1000 nM angegeben, jedoch ist bekannt, dass Zelllinien, abhangig
von ihrem Alterationsspektrum, in ihrer Spezifitat variieren (Fan et al., 2006). Ein
Effekt auf die Phosphorylierung von 4EBP1 konnte von uns in
Harnblasenkarzinomzelllinien bisher nur mit dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren, wie
NVP-BEZ235, zuverlassig erzielt werden. Spezifische PI3K-Inhibitoren oder mTOR-
Inhibitoren zeigten in Konzentrationen, in denen eine relative Spezifitat angenommen
werden kann, keinen Einfluss auf 4EBP1 (Nawroth et al., 2011; Sathe et al., 2014). In
Adipozyten konnte flr PIK90 bis zu einer Konzentration von 1000 nM kein Effekt auf
p4EBP1 gezeigt werden (Knight et al., 2006). In Glioma-Zellen zeigte PIK90 zwar
einen Dephosphorylierungseffekt fir 4EBP1, jedoch deutlich geringer als der
PI3K/mTOR-Inhibitor PI-103 (Fan et al., 2006). Dies unterstitzt unsere Annahme,
dass nur eine duale Inhibiton von mTOR und PI3K einen suffizienten Einfluss auf die
Phosphorylierung von 4EBP1 hat. Schaut man sich nun den Einfluss von PIK90 auf
die Zellviabilitat in Abbildung 4.5 an, so sieht man, dass ein gutes Ansprechen auf
die Behandlung mit PIK90 dann gegeben war, wenn im Immunoblotting eine
Dephosphorylierung von 4EBP1 zu sehen war. So zeigten die drei Zelllinien, 253J,
BFTC905 wund RT112, die im Immunoblotting mit einer beginnenden
Dephosphorylierung flur 4EBP1 flir Konzentrationen gréfRer 500 nM reagierten, das
beste Ansprechen auf die Behandlung mit PIK90. Dass nur eine gemeinsame
Inhibition von 4EBP1 und S6K1 zu einem effektiven Therapieerfolg flhrte, konnten
wir schon friher in der Behandlung von Harnblasenkarzinomzelllinien mit NVP-
BEZ235 im Vergleich zu RAD001 zeigen (Nawroth et al., 2011). Zusammenfassend
unterstreichen diese Ergebnisse, dass in der Behandlung von humanen
Harnblasenkarzinomzellen mittels einer Inhibition des PI3K-Signalweges die
Inhibierung von 4EBP1 mit einer erfolgreichen Therapie korreliert. Die
Dephosphorylierung von 4EBP1 ist auch ein wichtiger Biomarker flr das generelle
Ansprechen von Tumoren gegenuber einer PISK/AKT/mTOR-Therapie (She et al.,
2010). Die reine Inhibition von PI3K hat jedoch keinen Einfluss auf den
Phosphorylierungsstatus von 4EBP1 und scheint somit nicht ausreichend fir eine

erfolgsversprechende Therapie.

Dass nur drei der getesteten neun Zelllinien mit einer Dephosphorylierung reagierten,
ist wahrscheinlich auf ihren molekularen Mutations- oder Alterationsstatus

zurtckzufihren. Um eine mdgliche Korrelation aufzuzeigen, untersuchten wir das
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Ansprechen in Bezug auf das Mutationssprektrum fir PI3K, PTEN, AKT, TSC1,
FGFR3, und RAS. In unseren getesteten Zelllinien konnten wir keinen eindeutigen
Zusammenhang zwischen dem Alterationsspektrum der Zelllinien und ihrem
Ansprechen auf die Therapie sehen. Andere Gruppen konnten zeigen, dass
PTEN-defiziente oder PIBKCA-mutierte Tumore eine hdhere Sensitivitat gegenuber
einer Therapie mit PISBK/AKT/mTOR-Inhibitoren haben (Meric-Bernstam et al., 2012;
Neshat et al., 2001). Im Harnblasenkarzinom sagt eine PI3KCA-Mutation in der
helikalen Domane ein Ansprechen auf die Therapie mit dem allosterischen
AKT-Inhibitor MK-2206 vorher (Sathe et al., 2014). Schaut man sich, wie in Tabelle
4.1 aufgefuhrt, die Alterationsmuster der Zelllinien an, die auf die Inhibition der PI3-
Kinase mit einer Dephosphorylierung von 4EBP1 und einem sehr sensitiven
Ansprechen im Viabilitatsassay reagierten, so tragt 253J eine aktivierende PI3KCA-
Mutation in sich. BFTC905 tragt eine Mutation im N-Ras-Gen, und es sind keine
Mutationen im PI3K-Signalweg bekannt. Eine konstitutive Aktivierung des
PI3K/MAPK-Signalweges durch die Uberexpression des FGFR3-Rezeptors konnte in
der Zelllinie RT112 gezeigt werden (Gomez-Roman et al., 2005; Nawroth et al.,
2011). Von Will et al. konnten zeigen, dass eine Veranderung im Ras- oder Raf-Gen
in Mammakarzinomzelllinien zu einer Desensibilisierung fur die PI3K-Therapie flhrt
und nur ein Wildtyp-Ras der Kontrolle einer PI3K-Inhibition zu unterliegen scheint
(Will et al., 2014b). Wir konnten diesen Effekt flr die Zelllinie BFTC905 allerdings
nicht sehen, die sich, trotz der Ras-Mutation auf eine Behandlung mit einem PI3K-
Inhibitor besonders sensitiv zeigte. Interessanterweise scheint die Aktivitat von PI3K
bei Mutationen in der helikalen Domane Ras abhangig zu sein (Zhao and Vogt,
2008). Die Zelllinie HT1197, welche eine aktivierende Mutation in der helikalen
Domane besitzt, zeigte ein schlechtes Ansprechen. Dies konnte hierbei auf die
zusatzliche N-Ras-Mutation der Zelllinie zurlickzufiihren sein. Verschiedene Gruppen
zeigten, dass ein Ansprechen auf eine Therapie mit PI3K/mTOR-Signalweg-
Inhibitoren besser ist, wenn Alterationen im PI3K-Signalweg vorliegen. Die
Klassifizierung, welcher Inhibitor bei welcher Alteration am besten wirkt und wie die
verschiedenen Alterationen miteinander das Ansprechen beeinflussen, bedarf jedoch
noch weiterer Forschung (Gonzalez-Angulo and Blumenschein, 2013; Meric-
Bernstam et al., 2012; Neshat et al., 2001).
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5.2 Selektive Inhibierung von mTORC1 durch RAD001

Rapamycin und seine Derivate haben in klinischen Studien zur einer Stabilisation
von verschiedenen Tumorerkrankungen gefiihrt. Ein Rickgang des Tumors konnte,
auller in Einzelfallen, nicht beobachtet werden (Milowsky et al., 2013; Pinto-Leite et
al., 2016a). So fuhrt die Behandlung mit Rapalogs zu einem G1/G0-Arrest (Chiong et
al., 2011; Mansure et al., 2009). In den von uns getesteten Zelllinien konnten wir, wie
in Abbildung 4.3 gezeigt, eine gute Aktivitat von RAD0O01 gegenuber dem mTORC1-
Substrat S6K1 sehen. Die IC50 variierten zwischen den Zelllinien, ab einer
Konzentration von 1 nM war jedoch nur noch vereinzelt Restaktivitat zu beobachten.
Im Gegensatz dazu zeigte sich flir 4EBP1 bis zu einer Konzentration von 50 nM kein
Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus. Fur die Zelllinien T24 und RT112 konnten
wir dies bis 500 nM nachweisen (Nawroth et al., 2011). In einer weiteren Arbeit
konnten wir fir die Zelllinien UMUCS3, 639v, VmCUB1 und J82 keinen Effekt auf die
Phosphorylierung von 4EBP1 nach einer Behandlung mit RADOO1 bis 10 nM zeigen
(Sathe et al., 2018). Chiong et al. konnten einen Dephosphorylierungseffekt flr
4EBP1 nach der Behandlung mit RADOO1 in den Harnblasenkarzinomzellen UMUC-
3, UMUC-6, UMUC-9 und UMUC-14 darstellen, jedoch erst flir sehr hohe Dosen von
RADOO1 (100 nM). Der Effekt variierte stark von Zelllinie zu Zelllinie und es gab
sogar Rephosphorylierungen von 4EBP1 fir hohere Konzentrationen von RAD0O1
(Chiong et al., 2011). Uns ist auch keine weitere Veroffentlichung bekannt, die in
dieser Deutlichkeit einen Effekt von RADO001 in Harnblasenkarzinomzellen auf
p4EBP1 abbildete. Pinto-Leite et al., zeigte fur die Zelllinie 5637 zwar einen Effekt
auf p4EBP1, in den Zelllinien HT1376 und T24 konnte er jedoch nicht bestatigt
werden. Interessanterweise kam es in diesem Versuch nach der Behandlung mit
RADOO1 in keiner der getesteten Zelllinien zu einem Effekt auf pS6K1 (Pinto-Leite et
al., 2014). Fur sehr hohe Konzentrationen Rapamycin (10uM) konnte eine
Dephosphorylierung von 4EBP1 gesehen werden. Jedoch muss fur diese hohen
Konzentrationen des Inhibitors angenommen werden, dass er mTORC1
unspezifische Eigenschaften entwickelt und solche Konzentrationen aufgrund der
Toxizitat nur im Rahmen einer Instillationstherapie moglich waren (Barilli et al., 2008;
Kyou Kwon et al., 2014). In einem Versuch mit intravesikaler Instillationstherapie,
Rapamycin in Kombination mit BCG, konnte ein Effekt auf p4AEBP1 gesehen werden.
Die alleinige Instillation der jeweiligen Substanzen flhrte nur zu einem Effekt auf
pS6K1. Der Effekt von BCG scheint mTOR unabhangig zu sein (Ferrari et al., 2015).
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Es reagierten zwar nahezu alle Zellen auf eine Behandlung mit Rapamycin oder mit
dessen Derivaten mit einer Dephosphorylierung von pS6K1, der Effekt auf p4AEBP1
unterschied sich aber von Tumorerkrankung zu Tumorerkrankung, ja selbst von
Zelllinie zu Zelllinie (Choo and Blenis, 2009). Wenn es 2zu einem
Dephosphorylierungseffekt auf 4EBP1 kam, zeigte sich meist nach einer kurzen
Phase des Ansprechens eine Rephosphorylierung von 4EBP1. Diese scheint Raptor-
abhangig zu sein und korreliert mit der deutlich hdheren Bindungsaffinitat von 4EBP1
fur mTORC1. Auch verschiedene Adapterproteine fir S6K1 und 4EBP1 an mTORC1
werden als Grund fur diesen Effekt diskutiert. (Choo and Blenis, 2009; Dowling et al.,
2010; Klempner et al., 2013). In Lungenkrebszellen konnte ein Effekt von Rapalogs
auf pS6K1 und p4EBP1 nachgewiesen werden, diese Behandlung fuhrte aber auch
zu einer Hyperphosphorylierung von AKT und paradoxerweise elF4E (Sun et al.,
2005). Eine Hyperphosphorylierung von AKT konnte auch von unserer Gruppe
gezeigt werden und ist auf den Feedbackloop von S6K1 via IRS-1/PI3K
zuruckzufiuhren (Abbildung 4.3, (Nawroth et al.,, 2011)). Dartber hinaus konnte in
CML-Zelllinien ein Einfluss auf AKT via mTORC2 bei langerer Behandlung mit
Rapamycin beobachtet werden (Zeng et al., 2007). Vergleicht man das Ansprechen
der getesteten Zelllinien im Viabilitdts-Assay (Abbildung 4.7) mit der Konzentration
die RADOO1 bendtigte um S6K1 2zu dephosphorylieren, ergibt sich kein
Zusammenhang zwischen der IC50 von pS6K1 und dem Ansprechen im
Zellviabilitats-Assay. Mansure et. al postulieren, dass Zellen, die in der
Immunohistochemie friher mit einer Dephosphorylierung von S6K1 reagierten, mit
einem besseren Ansprechen auf die Therapie ansprechen. Andere Autoren kamen
zu ahnlichen Ergebnissen wie unsere Gruppe (Chiong et al., 2011; Mansure et al.,
2009; Pinto-Leite et al., 2014). Der Effekt, den RAD0O01 auf das Wachstum einzelner
Harnblasenkarzinomzellen hat, scheint also nicht direkt mit der Inhibierung von S6K1

in Verbindung zu stehen.

Dass ab einer Konzentration von 10 nM RADOO01 kein weiterer Effekt auf die Viabilitat
der Zellen zu sehen ist, wie von anderen Gruppen beschrieben (lto et al., 2016;
Serra et al., 2008), konnten wir in finf von 13 Zelllinien darstellen. Hier erbrachte
auch eine Erhéhung der Dosis auf das Funffache keinen weiteren Effekt (Abbildung
4.7).

Dass der molekulare Alterationsstatus einer Zelllinie auf das Ansprechen auf die

Behandlung mit Rapalogs beeinflusst, wurde von verschiedenen Gruppen postuliert
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(Guo et al., 2013; lyer et al., 2012; Kiessling et al.,, 2015) Schaut man sich den
Mutationsstatus der von uns getesteten Zelllinien an, so fallt auf, dass die im TSC1-
Gen mutierte Zelllinie HCV29 sehr sensitiv auf die Behandlung mit RAD001 reagierte
(siehe Tabelle 4.1). Dass TSC1-mutierte Tumore wahrscheinlich besser auf die
Behandlung mit Rapalogs ansprechen, konnte auch von anderen Gruppen gezeigt
werden (Guo et al., 2013; lyer et al., 2012). Ein Langzeitansprechen fand sich jedoch
nur bei einem Patienten, dessen Tumor gleichzeitig eine NF2 LOF-Mutation in sich
trug. FUr Tumore mit alleiniger TSC1-Mutation zeigte sich kein signifikanter
Uberlebensvorteil. Die Zelllinie 639v tragt zwar auch eine TSC1-Mutation in sich, auf
die Behandlung mit RADOO1 reagierte sie jedoch nicht. Allerdings konnten Guo et al.
zeigen, dass die TSC1 in dieser Zelllinie trotz der Mutation aktiv ist (Guo et al.,
2013). Generell kann basierend auf diesen Ergebnissen davon ausgegangen
werden, dass eine LOF-Mutation in TSC-1 die Sensitivitat gegenlber einer Therapie
mit RADOO1 erhdhen kann, jedoch immer vor dem Hintergrund weiterer molekularer

Veranderungen.

Kiessling et al. postulierten, dass HRAS-Mutationen zu einem besseren Ansprechen
auf die Therapie mit mTOR-Inhibitoren flhrten (Kiessling et al., 2015). Auch fir
NRAS-mutierte Neuroblastom-Zellinien konnte ein besseres Ansprechen auf die
Therapie mit RAD001 gezeigt werden (Kiessling et al., 2016). Die Zelllinie T24, die
eine HRAS-Mutation in sich tragt, zeigte im Viabilitats-Assay ein sehr gutes
Ansprechen auf RADO001. Die Zelllinie BFTC905, die eine NRAS-Mutation tragt,
sprach schlecht auf RADO01 an, dafir war sie eine der sensitivsten bei der
Behandlung mit PIK90. Die NRAS- und PI3K-mutierte Zelllinie HT1197 war flr
mTOR die sensitivste. Dies kénnte an einem stark mTOR-abhéngigen Uberleben
durch das Zusammenspiel der Mutationen liegen. Die beiden anderen K- oder
NRAS-mutierten Zelllinien UMUC3 und KU19-19 zeigten kein Ansprechen auf die
Therapie mit RADOO1. Demnach lasst sich anhand der untersuchten molekularen
Alterationen kein Surogatmarker ermitteln, der flr eine Prastratifizierung von
Patienten fur eine Behandlung mit RADOO1 genutzt werden koénnte. Auch in der

aktuellen Literatur ist kein einheitliches Bild ersichtlich.

Wieso die Rapalogs so hinter ihren Erwartungen zurtckgeblieben sind, ist bisher
noch nicht endgiiltig geklart. Diskutiert werden eine Vielzahl von Ursachen. So
konnte die Inhibierung von mTORC1 ursachlich sein, die zu einem Ausbleiben des

negativen Feedback-Loop auf IRS-1 flhrt und damit zu einer Aktivierung des PI3K-
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Singalweges. Auch der geringe Einfluss von Rapalogs auf mTORC2 oder die
Querverbindungen zwischen den verschieden Signalwegen, v.a. MAPK und PI3K,
stehen zur Diskussion. Weitere Punkte sind, dass die Inhibition von mTORC1
aullerhalb der Kinasen-Domane, die im Harnblasenkarzinom gezeigte fehlende
Dephosphorylierung von 4EBP1 und somit eine insuffiziente Unterbindung der
Proteinsynthese (Benjamin et al., 2011; Nawroth et al., 2011; Pinto-Leite et al.,
2016b). Die Inhibition des Tumorwachstums durch RADO0O1 in vivo scheint am
ehesten auf eine Hemmung der Neovaskularisierung zurtickzufihren zu sein (Chiong
et al., 2011; Mansure et al., 2009). Rapalogs scheinen auch zu einer Aktivierung von
Autophagie innerhalb der Zellen zu fuhren, was mit einer Resistenzentwicklung

gegenuber Tumortherapien einhergeht (Lin et al., 2016).

Fur die Behandlung der getesteten Zelllinien mit RADOO1 konnte von uns kein
immunhistochemischer Surrogatmarker fur das Ansprechen im Viablitats-Assay
gefunden werden. Fur PIK90 scheint dieser Surrogatmarker jedoch die
Dephorsphorylierung von 4EBP1 zu sein. So liegt die Vermutung nahe, dass der
moderate Effekt der PI3K- und mTOR-Inhibition auf die unzureichende
Dephosphorylierung von 4EBP1 zurlckzufihren ist. 4EBP1 kdnnte somit ein
Parameter sein, an dem der Erfolg einer in den PI3K-Signalweg eingreifenden
Therapie gemessen werden konnte (Abou-Nassar et al., 2011; Chi et al., 2015; Choo
et al., 2008; Nawroth et al., 2011) .

5.3 Effekte durch duale Therapie mit PIK90 und RAD001

In einer vorhergegangen Arbeit konnte unsere Gruppe zeigen, dass die
Phosphorylierung von 4EBP1 im Gegensatz zu S6K1 in Harnblasenkarzinom-
Zelllinien nach der Behandlung mit dem spezifischen mTORC1-Inhibitior RAD0O1
nicht beeinflusst wird. NVP-BEZ235, ein dualer PI3K/mTOR-Inhibitor, zeigte jedoch
einen Dephosphorylierungseffekt auf 4EBP1. Der Versuch mittels Gen-Silencing AKT
oder mTOR auszuschalten zeigte in beiden Versuchen eine Dephospohrylierung von
S6K1, aber keinen Einfluss auf 4EBP1 (Nawroth et al., 2011). Somit stellt sich die
Frage, ob NVP-BEZ235 unspezifisch Kinasen bindet, die den Effekt auf 4EBP1
erklaren, oder ob erst die gemeinsame Inhibition von PI3K und mTORC1 einen Effekt
auf 4EBP1 hat. Das NVP-BEZ235 auch in den Viabilitats-Assays deutlich effektiver
wirkte als die Rapamycin-Derivate fihrt zu der Annahme, dass 4EBP1 auch im

Harnblasenkarzinom als prognostischer Faktor herangezogen oder als
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therapeutisches Ziel genutzt werde konnte. In anderen Tumorentitaten konnte
gezeigt werden, dass eine erhdhte mTOR Aktivitat mit einem schlechteren Verlauf
der Erkrankung einhergeht (Ching and Hansel, 2010; Park et al., 2011) und dass die
Zielproteine S6K1 und 4EBP1 in ihrer Aktivitat unabhangige prognostische Faktoren
sind (She et al., 2010). In den letzten zwei Kapiteln wurde erlautert, dass die alleinige
Inhibition von PI3K oder mTORC1 keinen Effekt auf die Phosphorylierung von
4EBP1 hatte. Dies trifft auch auf die Inhibition des Signalweges mittels AKT-
Inhibitoren zu (Nawroth et al., 2011; Sathe et al., 2014). Die Inhibierung von
einzelnen Strukturen innerhalb des PI3K-Signalweges scheint also nicht
ausreichend, um einen Einfluss auf 4EBP1 zu nehmen. Die gleichzeitige Inhibierung
von PI3BK und mTOR mittels PIK90O und RADO001 zeigt in den
Harnblasenkarzinomzellen RT112, J82 und 639v jedoch eine Dephosphorylierung fir
4EBP1 (Abbildung 4.9). Dies zeigt sich auch in der Monotherapie mit PIK90 fur
RT112, jedoch erst fur Konzentrationen, bei welchen eine zusatzliche,
dosisabhangige, unspezifische Inhibierung von mTORC1 angenommen werden
muss (Knight et al., 2006). Der Effekt, den PIKQO0 alleine in der Zelllinie RT112 erzielt,
wurde, was die Immunhistochemie betrifft, durch die duale Therapie nicht gesteigert.
Die Zelllinien 482 und 639v zeigten durch die Zugabe von 5 yM RADO0O1 eine Kinetik,
die der von RT112, 253J und BFTC905 in der Monobehandlung mit PIK90 entspricht
(Abbildung 4.1, Abbildung 4.10). Dies ist insoweit bedeutend, als dass im Viabilitats-
Assay die Reduktion des Zellwachstums in der dualen Behandlung deutlich effektiver
ausfiel als in der Monobehandlung. So zeigte die Zelllinie 639v in der Monotherapie
mit PIK90 bei 500 nM einen Effekt von 20% und mit RADOO1 bei 5 nM einen Effekt
von 30 %. Das Ansprechen auf die Kombinationstherapie war bei gleichen
Konzentrationen mit 65 % deutlich besser. Der berechnete Kombinationsindex fur
639v ergab entsprechend einen Synergismus flr alle getesteten Konzentrationen
von PIK90 und RADOO1. Auffallend war, dass vor allem Zelllinien, die auf die
Monobehandlung schlecht reagierten, einen hohen Zusatznutzen von einer dualen
Therapie zu haben schienen. So zeigte vor allem die Zelllinie 639v wie oben erwahnt
ein deutlich besseres Ansprechen. Die Zelllinie J82, die bei der alleinigen
Behandlung RADOO1 ein gutes Ansprechen gezeigt hatte, reagierte erst bei hoheren
Konzentrationen von PIK90 (>100nM) mit einem synergistischen Ansprechen, flr
niedrigere Konzentrationen kam es zu additiven bis antagonistischen Effekten.

Jedoch fuhrte auch hier der zusatzliche Effekt auf die Phosphorylierung von 4EBP1
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zu einem deutlich bessere Ansprechen gegeniber der Monotherapie (Abbildung
4.10). Die Zelllinie RT112 zeigt fir Konzentrationen von 2000 nM PIK90 einen
Ubergang von einem synergistischen in einen additiven Effekt (Tabelle 4.2). Dies
mag darauf beruhen, dass, wie fur die Monobehandlung von RT112 mit PIK90
gezeigt wurde, ab einer Konzentration von 500 nM PIK90 von unspezifischen
Bindungen ausgegangen werden muss. Auch wenn die Inhibition von mTORC1
durch PIK90 einem anderer Mechanismus zugrunde liegt als der durch RADOO1.
NVP-BEZ235, das wie von unserer Gruppe gezeigt einen Effekt auf die
Phosphorylierung von 4EBP1 in der Monotherapie hat, zeigte in der
Kombinationstherapie mit RADOO1 in Zelllinien aus endokrinen Pankreastumoren
einen synergistischten Effekt. Dies koénnte der kompetitiven Inhibition von
NVP-BEZ235 gegenuber der allosterischen von RADOO1 geschuldet sein. Zu
beachten ist aber, dass auch hier diejenigen Zelllinien besonders sensitiv auf die
duale Behandlung reagierten, die resistent gegenuber eine Monotherapie mit
RADOO1 waren (Passacantilli et al., 2014). Dass die duale Therapie mittels PI3K-
Inhibitoren und RADOO1 ein synergistisches Ansprechen zeigte, konnten auch Ren et
al. fiur BKM120, einen pan-PI3K-Inhibitor in Non-Small-Cell-Lung-Carcinoma
(NSCLC)-Zelllinien, zeigen. In vivo konnte ein signifikant reduziertes
Tumorwachstum nur in Mausen beobachtet werden, die die Kombinationstherapie
erhalten hatten. Eine suffiziente Dephosphorylierung von 4EBP1 wurde in vitro wie
in vivo auch nur gesehen, wenn BKM120 und RADOO1 in Kombination verabreicht
wurden (Ren et al., 2012).

Die genaue Regulation von 4EBP1, die das ausschlaggebende Signal zu sein
scheint, bleibt aber noch immer teilweise unverstanden. Wir konnten jedoch - wie in
Abbildung 5.1 dargestellt - zeigen, dass die allosterische Inhibiton von mTORC1 via
RADOO1 und die katalytische Inhibition von PI3K via PIK90 einen inhibitorischen
Einfluss auf die Phosphorylierung von 4EBP1 nimmt. Die Dephosphorylierung von
4EBP1 durch NVP-BEZ235 in Harnblasenkarzinom-Zelllinien konnte also mittels der
spezifischen Inhibition von PI3K durch PIK90 und mTORC1 durch RADOO1
reproduziert werden. Auch hier zeigte sich der Effekt auf 4EBP1 lange nachdem
S6K1 vollstandig dephosphoryliert war. Auch wenn somit gezeigt werden konnte,
dass es fur einen Effekt auf 4EBP1 der Inhibition von PI3K und mTOR bedarf, ist die

genaue Regulierung von 4EBP1 noch nicht abschliel3end geklart.
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Abbildung 5.1 Duale Inhibition des PI3K-Signalweges mit PIK90 und RAD001

Kyou Kwon et al. postulierten, dass die Phosphorylierung von 4EBP1
Rapamycin-resistent, aber mTORC1-abhangig ist (Kyou Kwon et al., 2014). Einen
weiteren Einfluss auf die Regulation von 4EBP1 scheint der MAPK-Signalweg zu
besitzen. Ras hat einen Einfluss auf die PI3K-Aktivitdt und ERK kann mTORC1
durch die Inhibierung von TSC1 aktivieren. Auch Raptor unterliegt der Kontrolle von
ERK und die Phosphorylierung von Raptor férdert die 4EBP1-Phosphorylierung.
4EBP1 scheint fur beide Signalwege eines der ausschlaggebenden Zielproteine zu
sein (Mendoza et al., 2011; She et al.,, 2010). Auch bringt, wenn Alterationen in
beiden Signalwegen vorliegen, erst die gemeinsame Inhibition der beiden
Signalwege eine zuverlassige Induktion von Apoptose, (She et al., 2010; Will et al.,
2014a). So ist erst die Inhibition von MAPK und PI3K ausreichend, um eine
Freisetzung von BAD und die Induktion von Apoptose einzuleiten (Mendoza et al.,
2011). mTORC1 und S6K1 kénnen auch Uber den MAPK-Signalweg aktiviert
werden. RADOO1 hat Uber den Feedbackloop S6K1-PI3K-Ras auch einen
aktivierenden Einfluss auf den MAPK-Signalweg (Carracedo et al., 2008). Die
Inhibition von mTORC1 durch den Wegfall des Feedbackloops Uber IRS-1 fuhrt zu
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einer Hyperphosphorylierung von AKT (Nawroth et al., 2011; Stocker et al., 2003).
Die gleichzeitige Gabe von PIK90 oder anderen PI3K-Inhibitoren unterbindet diesen
Loop effizient (Abbildung 4.9, (Sun et al., 2005) . Dies konnte auch fur die duale
Inhibition von NSCLC - Zelllinien mittels BKM120 (pan-PI3K-Inhibitor) und RADO001
gesehen werden (Ren et al., 2012). Jedoch trat bei Langzeitbehandlungen mit dem
dualen PI3K/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235 nach frihzeitiger Dephosphorylierung von
AKT eine Rephosphorylierung im Verlauf auf (Nawroth et al., 2011; Serra et al.,
2008). Die Kombinationstherapie mit Rapalogs wird derzeit in vielen Studien verfolgt.
So gab es Versuche mit Sorafenib, Cisplatin, Vinblastin und anderen Substanzen
(Pinto-Leite et al.,, 2016a). RADO001 zeigte in Kombination mit Sorafenib in
Osteosarkomszellen in vitro und in vivo eine gute Aktivitat, ein gutes Ansprechen im
klinischen Versuch blieb allerdings aus (Grignani et al., 2015; Pignochino et al.,
2013). Die Kombination mit Cisplatin konnte flr die Zelllinien T24 und HT1376 eine
gute Aktivitat in vitro zeigen (Pinto-Leite et al., 2014). Eine Kombination von RAD001
und Autophagie-Inhibitoren fihrte zur Induktion von Apoptose (Lin et al., 2016). Eine
klinische Studie fir die duale Inhibition von PI3K und mTORC1 mit Rapalogs steht

jedoch noch aus.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die duale Inhibition von PI3K
und mTORC1 durch PIKOO und RADO001 in vitro einen Effekt auf die
Dephosphorylierung von 4EBP1 in Harnblasenkarzinomzellen hat und dieser auch
ein deutlich verbessertes Ansprechen in der Zellviabilitat zur Folge hat. Dies stimmt
mit unseren Daten flir NVP-BEZ235 im Vergleich zur der Behandlung mit RAD0O1
oder einem reinen pan-PI3K-Inhibitor Gberein(Nawroth et al., 2011) . Uber die duale
Inhibition von mTORC1 und PI3K kann also eine effektive therapeutische Antwort
generiert werden. Die klinischen Versuche mit NVP-BEZ235 in Patienten mit
Harnblasenkarzinom mussten leider aufgrund von erhohter Toxizitat abgebrochen
werden. Mehr als 90 % der Behandelten Patienten erlitten Nebenwirkungen, 50 %
sogar dritten bis vierten Grades. In einigen Patienten konnte jedoch ein gutes
Ansprechen auf NVP-BE235 gesehen werden (Seront et al., 2016). Moglicherweise
koénnte hier durch eine Kombinationstherapie von Substanzen, die gezielt Strukturen
des PI3K-Signalweges angreifen, die Konzentrationen der einzelnen Substanzen und
damit ihre Toxizitdt minimiert werden. Diese Arbeit bedarf natlrlich noch weiterer
Forschung in vitro und in vivo, um eine Ubersetzung in klinische Studien zu

ermoglichen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die duale Inhibition mittels
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eines Rapalagos und eines PI3K-Inhbitors in NSCLC-Zelllinien eine gute Aktivitat in
vivo hat (Ren et al., 2012). Ein weiteres neues duales Therapieschema mittels der
Inhibition von PI3K und MAPK, welches sowohl zu einer suffizienten Inhibition von
mTORC1 und PI3K flhrt als auch mégliche Resistenzmechanismen mit behandelt,
scheint sich gerade zu entwickeln (Vuijic et al., 2014; Will et al., 2014b).
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6 Zusammenfassung

Im muskelinvasiven Harnblasenkarzinom ist die medikamentose Therapie mit
Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin (MVAC) oder mit Gemcitabin und
Cisplatin (GC) seit 25 Jahren die Standarttherapie mit einem medianen Uberleben
von etwa 14 Monaten. Seit 2009 ist Vinflunine in Europa zugelassen und seit 2010
als Zweitlinientherapie in die Leitlinie der European Association of Urology (EAU)
aufgenommen. Der Uberlebensvorteil gegeniiber ,Best Supportive Care betragt
jedoch nur 2 Monate. Seit 2016 ist mit Atezolizumab (Tecentrigq®) ein
Immunotherapeutikum fir die Behandlung von Patienten mit einem lokal
fortgeschrittenen oder metastasierten Urothelkarzinom zugelassen. Eine mdgliche
alternative Therapieform ist die Target-Therapie gegen bestimmte Signalwege einer
Zelle wodurch das Tumorwachstum beeinflusst wird. In einigen Krebsentitaten, wie z.
B. dem Nierenzellkarzinom oder dem Mammakarzinom, hat dies schon zu grof3en
Fortschritten in der Therapie geflhrt. Jedoch haben alle Therapeutika, die gezielt
Zellsignalwege ansteuern in klinischen Studien bisher enttduscht. Ein Grund liegt
dabei in einem fehlenden Verstandnis der genauen molekularen Vorgange in dieser
Tumorentitat und der damit nicht moglichen Prastratifizierung der Patienten in
potentielle Ansprecher auf eine Therapie. In dieser Arbeit wurde die Regulation der
Proteine S6K1 und 4EBP1 des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs im
Harnblasenkarzinom nach Behandlung mit PI3K- und mTOR-Inhibitoren
charakterisiert, um zukunftig moégliche Therapiestrategien zu identifizieren und

Hinweise auf potentielle prognostische molekulare Faktoren zu erhalten.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch eine Monotherapie gegen die
Aktivitat von PI3K oder des mTORC1-Komplexes die Phosphorylierung von 4EBP1
nicht beeinflusst wird. Jedoch wird die Phosphorylierung von S6K1 inhibiert. Auch die
Zellviabilitat wird nur bedingt reduziert. Eine duale Therapie mittels einer spezifischen
PI3K- und einer parallelen mTORC1-Inhibierung zeigte in verschiedenen
Harnblasenkarzinomzelllinien jedoch einen sehr guten Effekt auf die
Phosphorylierung von 4EBP1. Dies korreliert im Viabilitats-Assay mit einem ca. 30 %
besseren Ansprechen und damit dem Effekt dualer PIBK/mTOR Inhibitoren wie NVP-
BEZ235.

Es konnte somit dargelegt werden, dass — anders als bislang in der Literatur

beschrieben— PI3K und mTORC1 wichtige Substrate dieses Signalweges
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gemeinsam regulieren und nur eine gezielte Regulation der Aktivitat beider Molekule
in der Therapie erfolgreich sein kann. Somit stellt die duale bzw. multimodale
Therapie einen neuen Ansatz in Aussicht, der durch weitere Basisforschung genauer

analysiert werden muss, um dann klinisch erprobt zu werden.
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