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Abstract

Abstract

Breast cancer is the most common cancer in women. In addition to chemotherapy and anti-
hormonal therapy, targeted therapies are increasingly used in the treatment of breast cancer. The
overactivation of various signal transduction pathways including the PISK/AKT/mTOR and
JAK/STAT pathway is substantial in breast cancer growth. In the present work, the in vitro
activity of several potential targeted therapies was investigated on breast cancer cell lines.

First, the activity of two JAK inhibitors, INK424 and NVP-BSK805-NX-9 (BSK805), was
investigated using cell viability assay (MTT assay) on breast cancer cell lines. BSK805 alone led
to a moderate cell viability reduction at high concentrations. In contrast, the breast cancer cell
lines did not show any sensitivity to INK424, even at maximum concentration. These results
suggested that inhibition of a single pathway alone may not be sufficient to induce proliferation
inhibition and apoptosis.

Due to the known crosstalk between PI3BK/AKT/mTOR and JAK/STAT pathway, the JAK2
inhibitor BSK805 and the PI3K inhibitor NVP-BYL719 (BYL-719/ alpelisib) were combined.
Significant proliferation inhibition was shown. In addition, nucleosome enrichment in Cell Death
Detection ELISAPLYS and cleavage product of the apoptosis key protein PARP in western blot
were increased, showing significantly enhanced apoptosis for the breast cancer cell lines BT-20
and ZR-75 under inhibitor combination.

Further activity enhancement of JAK2 inhibition was suspected in combination with PIM kinase
inhibitors. PIM kinases are also controlled by JAK/STAT signaling and regulate the proliferation
of breast cancer cells. The pan-PIM-inhibitor LGB321 showed minimal inhibition of
proliferation in most of the tested cell lines. In combination with BSK805, enhanced cytostatic
and cytotoxic effects were observed. Cell line BT-474, showed increased apoptosis in Cell Death
Detection ELISAP-YS and western blot in inhibitor combination of BSK805 and LGB321.

In conclusion, breast cancer cells in-vitro showed little sensitivity to JAK2 inhibition alone.
Inhibiting additional survival pathways, however, resulted in synergistic or additive effects. The
additional inhibition of the PI3K/AKT/mTOR pathway or PIM kinase, respectively, significantly
increased the proliferation inhibitory effect associated with cell cycle arrest and apoptosis
induction in breast cancer cells. The combination of JAK2 inhibitor with PI3K- or pan-PIM
kinase inhibitors requires further investigation to assess clinical applicability.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung der Frau. Neben Chemotherapie und
antihormoneller Therapie finden in der Behandlung des Mammakarzinoms immer h&ufiger
zielgerichtete Substanzen Anwendung. Beim Mammakarzinom kommt es zur Uberaktivierung
diverser Signaltransduktionswege, u. a. des JAK/STAT- und des PI3K/AKT/mTOR-
Signaltransduktionswegs. In der vorliegenden Arbeit wurde die in-vitro-Aktivitdt mehrerer
potenzieller zielgerichteter Substanzen an Mammakarzinomzelllinien untersucht.

Zunéchst wurde die Aktivitdt von zwei JAK-Inhibitoren, INK424 und NVP-BSK805-NX-9
(BSK805), mit Hilfe von Zellviabilitatstests (MTT-Tests) an Mammakarzinomzelllinien
untersucht. BSKS805 allein flhrte in hoher Konzentration zu einer moderaten
Zellviabilitatsreduktion. Gegenuiber INK424 zeigten sich die Mammakarzinomzelllinien auch bei
maximaler Konzentration nicht sensibel. Diese Ergebnisse legten nahe, dass die alleinige
Hemmung eines Signaltransduktionswegs mdglicherweise nicht ausreicht, um eine
Proliferationshemmung und Apoptose zu induzieren.

Aufgrund des bekannten Crosstalk zwischen PISK/AKT/mMTOR- und JAK/STAT-
Signaltransduktion wurde der JAK2-Inhibitor BSK805 mit dem PI3K-Inhibitor NVP-BYL719
(BYL719/ Alpelisib) kombiniert. Es zeigte sich eine signifikante Proliferationsinhibition.
Daruber hinaus stiegen sowohl die Nukleosomenanreicherung im Cell Death Detection
ELISAPYYS als auch die Spaltproduktmenge des Apoptoseschliisselproteins PARP im Western
Blot deutlich an, was sich auf eine signifikant erhdhte Apoptose bei den Brustkrebszelllinien BT-
20 und ZR-75 unter Inhibitorkombination zurtickfiihren I&sst.

Eine weitere Aktivitatsverstarkung der JAK2-Inhibition wurde in der Kombination mit PIM-
Kinase-Inhibitor vermutet. PIM-Kinasen stehen unter der Kontrolle des JAK/STAT-
Signaltransduktionswegs und sind an der Proliferation von Mammakarzinomzellen beteiligt. Der
pan-PIM-Kinase-Inhibitor LGB321 zeigte bei der Mehrheit der getesteten Zelllinien eine
geringfugige proliferationsinhibierende Wirkung. In Kombination mit BSK805 waren jedoch
deutliche zytostatische und zytotoxische Wirkungen zu beobachten. Die Zelllinie BT-474 zeigte
bei Inhibitorkombination aus BSK805 und LGB321 im Cell Death Detection ELISAPYS und
Western Blot ebenfalls verstarkt Apoptose.

Zusammenfassend waren alle getesteten Mammakarzinomzellen in-vitro gegenlber einer
alleinigen JAK2-Hemmung wenig sensibel. Die Kombination mit Inhibitoren weiterer
Signaltransduktionswege zeigte jedoch eine synergistische oder additive Wirksamkeit. Durch die
zusétzliche Hemmung des PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs bzw. von PIM-Kinasen
verstarkte sich die antiproliferative Wirkung, die mit Zellzyklusarrest und Apoptose-Induktion
assoziiert ist, signifikant. Die Kombination aus JAK2-Inhibitor mit PI3K- bzw. pan-PIM-Kinase-
Inhibitor sollte zukiinftig weiter untersucht werden, um eine klinische Anwendbarkeit zu prifen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die hdufigste Krebserkrankung der Frau. Im Jahr 2012 erkrankten
weltweit ca. 1,7 Millionen Frauen am Mammakarzinom und mehr als 520.000 verstarben daran
[1]. Es wird angenommen, dass im Jahr 2050 weltweit 3,2 Millionen Frauen jéhrlich am
Mammakarzinom erkranken werden [1]. Jedoch zeigt sich trotz steigender Inzidenz eine
sinkende Sterberate [2].

Das Lebenszeitrisiko betragt 12,9 %, wobei jede achte Frau die Diagnose eines
Mammakarzinoms innerhalb ihres Lebens erhélt [3]. Auf Deutschland bezogen liegt die
Neuerkrankungsrate bei 71.640 Frauen jahrlich [4]. Etwa 682 Manner erkranken in Deutschland
pro Jahr am Mammakarzinom [4]. Die 5-Jahresuberlebensrate fur das lokalisierte
Mammakarzinom liegt bei 98,6 %, im metastasierten Stadium dagegen bei 23,3 % [5].
Metastasen konnen lymphogen oder h&matogen disseminieren. Regional betroffene
Lymphknoten sind in der Regel ipsilaterale axillire Lymphknoten [6]. Die hamatogene
Metastasierung erfolgt am hdaufigsten in Knochen, Lunge, Leber und Gehirn [6]. Faktoren,
welche prognostisch bedeutsam fiir das Rezidivrisiko sind, umfassen den pTNM-Status, die
histologische Klassifikation, das Grading, den Resektionsstatus und die peritumorale
Lymphgefal- und GefaBinvasion, den Rezeptorstatus und die Keimbahnmutationen [7] [8] [9].
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren [4]. Nach 10 Jahren liegt die Haufigkeit eines
Lokalrezidivs bei 8-10 % [10].

1.1.2 Pathologie

Mammakarzinome stellen in der Regel Adenokarzinome dar, welche von Milchdriisen und deren
Gangen ausgehen. Lobulédre und duktale Neoplasien werden unterschieden [11]. Die World
Health Organisation unterscheidet zwischen invasiven Karzinomen ohne speziellen Typ und
invasiven Karzinomen mit speziellem Typ [11]. Das invasive Karzinom ohne speziellen Typ ist
der hdufigste Subtyp des Mammakarzinoms und entspringt dem Milchgangepithel [11]. Daneben
existiert das invasiv lobuldre Karzinom und weitere seltenere Tumorsubtypen, wie z.B. das
invasiv tubuldre oder muzindse Karzinom [11]. Die Differenzierung erfolgt nach der Einteilung
von Elston und Ellis (Modifikation des Bloom- Richardson-Grading) in G1: gut differenziert,
geringer Malignitatsgrad, G2: maRig differenziert, mittlerer Malignitatsgrad und G3: schlecht
differenziert, hoher Malignitatsgrad [12]. Dabei spielen fir die Einteilung der drei
Differenzierungsgrade, Tubulusbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate eine Rolle [12]. U.a.
konnen die Tumorherde multifokal oder multizentrisch auftreten [13]. Zu lokalisieren sind
Mammakarzinome am hdaufigsten im &uf3eren oberen Quadranten, gefolgt vom inneren oberen
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Einleitung

Quadranten und der Mamille [14]. Immunhistochemische Marker, welche in der
Primardiagnostik zu bestimmen sind, sind der Ostrogenrezeptor (ER), der Progesteronrezeptor
(PR), human epidermal growth factor receptor 2 (HER2/neu) und das Antigen Kiel-67 (Ki-67).
HER2/neu ist Bestandteil der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor-Familie und beeinflusst
verschiedene Signaltransduktionswege, wie z.B. den MAPK- und PI3K/AKT/mTOR-
Signaltransduktionsweg, wobei Zellproliferation stimuliert und Apoptose gehemmt wird [15].
Ki-67 ist ein Proliferationsindex-Marker, wobei ein hoher Proliferationsindex mit schnellem
Tumorwachstum assoziiert ist [16].

Unterschieden werden Luminal-A und Luminal-B-Tumore, wobei Luminal-A-Tumore durch
ER- oder PR-positiv bzw. HER2/neu-negative Tumore mit niedriger Proliferationsrate und
Luminal-B-Tumore mit hoher Proliferationsrate charakterisiert sind [17]. Ein Hormonrezeptor-
positiver Tumor definiert sich Uber mehr als 1% ER- oder PR-positive Tumorzellen [18].
Schatzungsweise 75-80 % aller Mammakarzinome gelten als Hormonrezeptor-positiv und gelten
als grundsétzlich sensibel flr eine endokrine Therapie [19] [20]. HER2/neu-uberexprimierende
Tumore konnen zusétzlich zur endokrinen Therapie oder Chemotherapie mit HER2-gerichteten
Substanzen (Antikorpern oder Tyrosinkinase-Inhibitoren) behandelt werden [21]. Triple-
negative Tumore, welche 12-17 % aller Mammakarzinome bilden, sind sowohl ER/PR-negativ
als auch HER2/neu-negativ [22]. Triple-negative Tumore sind assoziiert mit Aggressivitat des
Tumors und schlechterer Prognose [23].

1.1.3 Allgemeine Therapieprinzipien

In der Regel wird im Rahmen einer Tumorkonferenz, zusammengesetzt aus verschiedenen
Fachdisziplinen, wie der Onkologie, der Gynékologie, der Pathologie und der Radiologie ein
Behandlungsplan fiir den Patienten individuell erstellt. Grundlage aller Therapieregime fiir das
frihe Mammakarzinom ist die Komplettresektion mit tumorfreien Resektionsrandern, RO-
Resektion [24]. Neben der operativen Therapie besteht die Mdglichkeit der neoadjuvanten und
adjuvanten Therapie.

Fir die Wahl der adjuvanten Therapie sind u.a. TumorgrofRe, Lymphknotenstatus, Grading,
Hormonrezeptor-Status, HER2/neu-Status und das Alter des Patienten entscheidende
EinflussgroRen [25]. Es besteht die Empfehlung fiir Patientinnen mit ER- und/oder PR-positiven
Tumoren eine endokrine Therapie mit dem selektiven Ostrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen,
einem Aromatasehemmer oder mit einer sequentiellen Kombination beider, durchzufiihren [26].
Indikationen fir eine adjuvante Chemotherapie mit einem Taxan oder Anthrazyklin sind HER2/
neu-tberexprimierende Tumore, triple-negative Tumore und Luminal-B-Tumore mit hohem
Rezidivrisiko [25]. Fir Patientinnen mit HER2/neu-tberexprimierenden Tumoren mit
TumorgréfRe > 1cm schlief3t sich eine in der Regel einjahrige Antikorpertherapie mit HER2-
gerichteten Substanzen an [21].
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Das metastasierte Mammakarzinom ist fast ausschlie3lich nicht kurativ behandelbar. Primare
Therapieziele sind daher der Erhalt der Lebensqualitat und die Verlangerung der Lebenszeit [27]
[28]. Wie in der adjuvanten Situation finden beim metastasierten Mammakarzinom
Chemotherapeutika und zielgerichtete Substanzen Anwendung. Allerdings entwickeln alle
metastasierten Mammakarzinome Resistenzen gegen die eingesetzten Substanzen oder weisen
eine primére Resistenz auf, sodass dringender Bedarf nach neuen effektiven Therapiemethoden
besteht.

1.2 Signaltransduktionswege und verwendete Substanzen

1.2.1 JAK/STAT-Signaltransduktionsweg

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg ist involviert in Prozesse der
Zellproliferation, -migration und -apoptose [29]. Bestandteile des Signaltransduktionswegs sind
extrazelluldare Liganden, ein Transmembran-Rezeptor und eine an den Rezeptor gekoppelte
Tyrosinkinase (JAK) (Abbildung 1). JAK sind evolutiondr konservierte zytoplasmatische
Rezeptor-Tyrosinkinasen, wobei JAK1, JAK2, JAK3 und TYK?2 differenziert werden [30]. JAK
besitzt ein Molekulargewicht von 120-130 kDa und ist zusammengesetzt aus 7 Segmenten (JH1-
7) [30]. Der Name der Rezeptor gekoppelten Tyrosinkinase ist angelehnt an den rémischen Gott
Janus, wobei die Doppelkopfigkeit an die gleichartigen Proteindoménen der Tyrosinkinase
erinnert [30]. Die Besonderheit der Proteindomdnen besteht darin, dass nur eine einzelne
Doméne eine physiologische Aktivitat zeigt [30]. Dabei besitzt die Kinasedomane JH1 die
Fahigkeit zur enzymatischen Aktivitat, wohingegen JH2, als Pseudokinasedomane bezeichnet,
regulierende und gleichzeitig inhibierende Funktionen aufweist [30]. JH3 und JH4 werden als
Src-homology 2 (SH2) ahnliche Domanen definiert [31]. Die Ubrigen Segmente der
Tyrosinkinase werden unter dem Begriff FERM zusammengefasst, welches ein Akronym aus F
flr 4,1 Protein, E fur Ezrin, R fir Radixin und M fiir Moesin bildet [32]. Dies sind Proteine, in
denen die Doméne erstmalig erfasst wurde [32]. FERM interagiert mit Kinasen und
Zytokinrezeptoren [33].

Sobald es zur Bindung durch einen Liganden kommt, fiihrt das zur Phosphorylierung der
Tyrosinrestes des Rezeptors. Die entstandenen Phosphotyrosinreste  verfligen am
Carboxyterminus des Rezeptors tiber eine Bindungsstelle fiir die SH2-Domé&nen von downstream
Proteinen [34]. So kodnnen STATs uber ihre zugehorige SH2-Doméne an die aktivierte
Tyrosinkinase binden. Dabei entsteht ein aktiviertes Dimer. Unterschieden werden sieben
verschiedene Varianten von 75-95 kDa schweren STAT-Proteine (STATL1, STAT2, STATS,
STAT4, STAT5a, STAT5b und STAT6) [35]. Der Aufbau der STAT-Monomere ist stets
identisch, wobei sich nach N-terminaler-Doméne, eine , coiled-coil“-Domane, eine DNA-
Bindungsdomane, eine SH-2-Doméne und schlieBlich eine C-terminale-
Transkriptionsaktivierungs-Domane anschlieRt [36]. Nachfolgend kommt es zur Homo- oder
Heterodimerisierung bestimmter STATSs. Beispielsweise kommt es in Abhéangigkeit von
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Interferon-y durch JAK1 und JAK?2 zur Homodimerisierung von STAT1, bzw. durch JAK1 und
TYK2 in Abhéngigkeit von Interferon-o/B zur Heterodimerisierung von STAT1 und STAT2
[37]. Nach der Phosphorylierung gelangt STAT in Abhéangigkeit von Importin-a-5 tber die
Bindung an die nukleére Lokalisierungssequenz in den Zellkern und steht dort zur Aktivierung
oder Repression entsprechender Zielgene zur Verfiigung [36]. Im Zellkern erfolgt die Bindung
von STAT an palindromische DNA-Elemente, welche ebenfalls als gamma activating sequence
(GAS-Sequenz) bezeichnet werden, wodurch die aktivierten STATs ihre Wirkung als
Transkriptionsfaktoren entfalten konnen [36]. Eine Potenzierung der STAT vermittelten
Transkriptionsaktivitat kann mithilfe von tyrosin- und serinabhéngiger Phosphorylierung erreicht
werden. Inhibierende Wirkung der STAT-Aktivtat ist auf den supressor of cytokine signaling
proteins (SOCS), den Protein-Tyrosin-Phosphatasen und den SUMO E3-Ligasen
zuriickzufuhren, wobei dies nur eine grobe Vereinfachung der zu Grunde liegenden Komplexitat
der Regulation der STAT-AKktivitat darstellt [36] [38].

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg interagiert auf verschiedenen Ebenen mit anderen
Signaltransduktionswegen, u. a. dem Ras/Raf/MAPK/ERK-Signaltransduktionsweg und dem
PIBK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg. Die Verbindung zum Ras/Raf/MAPK/ERK-
Signaltransduktionsweg verlauft dabei Gber eine JAK2 abhangige Aktivierung des Proteins rat
sarcoma (Ras) uber einen Komplex aus SHC-transforming protein, Son of sevenless homolog
und growth factor receptor-bound protein 2 [39].

In Abhéngigkeit der Tyrosinkinase kann es zur Phosphorylierung vom Insulin-Rezeptor-Substrat
(IRS) und p85 kommen, wobei es hierdurch wiederum zur Aktivierung des PI3BK/AKT/mTOR-
Signaltransduktionsweg kommt.
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Abbildung 1: JAK/STAT-Signaltransduktionsweg modifiziert nach [40] [35]. Pfeil = aktivierende Wirkweise,
WF = Wachstumsfaktor, BSK805 = JAK2-Inhibitor

1.2.2 JAK/STAT-Signaltransduktionsweg und der Bezug zum Mammakarzinom

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg spielt in  Mammakarzinomzellen (ber diverse
Mechanismen eine maligebliche Rolle. 2007 gelang es der Arbeitsgruppe um Ying Zhan, Zhou et
al. (2007) die STAT3 Aktivitat als wesentlichen Mechanismus der Lebensfahigkeit der
Mammakarzinom-Zelllinie (Zelllinie) MCF-7 herauszuarbeiten [41]. Neben STAT3 ist auch das
aktivierte STATb5a fir das Zelliberleben bedeutsam [42]. Ein potenzielles Interleukin zur
Aktivierung des Signaltransduktionswegs stellt das Interleukin 6 (IL-6) dar, wobei Marotta et al.
(2011) die Aktivitait des IL-6/JAK2/STAT3-Signaltransduktionswegs in CD44%/CD24 -
Mammakarzinomzellen nachweisen konnten [43]. Ein hoher IL-6-Spiegel ist verbunden mit
Tumorprogression und der Aktivierung von NOTCHS3, welches im Zusammenhang mit der
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Fahigkeit zur Selbsterneuerung von Stammzellen steht [44]. Beeinflusst wird der JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg beim Mammakarzinom ebenso (Uber die Aktivierung weiterer
Signaltransduktionswege, wie dem eukaryotic ribosome biogenesis protein 1, c-Src oder
PISK/AKT/mTOR [45].

In triple-negativen Mammakarzinomen wurde eine Amplifikation des JAK2-Gens auf dem
9p24.1-Lokus gefunden [46]. Die Missense-Mutation, eine Punkt-Mutation V617F auf dem
JAK2-Gen, ist mit einer verkirzten Lebenszeit der Patienten verbunden. Die Sequenz dndert sich
von GTC zu TTC [47]. Therapeutisch steht die Gabe spezifischer JAK-Inhibitoren fur
verschiedene Tumorerkrankungen, wie z. B. myelofibotische Erkrankungen und entzlindliche
Autoimmunerkrankungen, wie z. B. Rheumatoide Arthritis, zur Verfiigung [48]. Nachdem ein
JAK1/2-Inhibitor, Ruxolitinib (INK424) bei Myelofibrose beachtliche Ergebnisse beziglich
Inhibition der Tumorprogression zeigte, testete man diesen Zusammenhang an triple-negativen
Tumoren, wobei sich dies nicht bestatigten lieR [49]. Dem gegenuber stehen Untersuchungen
von Kim et al. (2019), wobei Tamoxifen-resistente Mammakarzinomzellen bei Applikation von
INK424 eine Reduktion des Tumorwachstums und der Angiogenese zeigten [50]. INK424 ist ein
kompetitiver Inhibitor von JAK1 und JAK2 [49]. In einem weiteren Mausexperiment wurde ein
anderer JAK2-Inhibitor NVP-BSK805-NX-9 (BSK805) untersucht, welcher in Kombination mit
einer Paclitaxel-basierten Chemotherapie ein reduziertes Tumorwachstum demonstrierte [51].
BSK®805 ist ein Adenosintriphosphat kompetitiver JAK2-Inhibitor, wobei jener auch gegentiber
JAK1, JAK3 und TYK2 Wirkung aufweist [52]. Mit BSK805 behandelte Zellen zeigten eine
Reduzierung der Phosphorylierung von STATS5 [52].

1.2.3 PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg

Der PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg ist bedeutsam fir die Regulation der
Zellzyklusprogression, wobei eine Uberaktivierung dieses Signaltransduktionswegs mit
Tumorzellproliferation und -wachstum assoziiert sein kann [53] (Abbildung 2).
Wachstumsfaktoren, wie der epidermal growth factor (EGF), der platelet-derived growth factor,
der fibroblast growth factor und der IRS1 kdnnen zu einer Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-
Signaltransduktionswegs flihren, indem sie an transmembrane Rezeptor-Tyrosinkinasen binden,
die eine Aktivierung durch Autophosphorylierung erfahren [54] [55]. Rezeptor-Tyrosinkinasen
ermoglichen sowohl eine Aktivierung der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), als auch des
Proteins Ras [56].

PI3K, ist eine heterodimere Kinase, die aus einer katalytischen Untereinheit p110 und aus einer
regulatorischen Untereinheit p85 besteht [57]. Nach Bindung der regulatorischen Doméne an den
aktivierten Wachstumsfaktor Ubertragt PI3K mittels Kkatalytischer Untereinheit eine
Phosphatgruppe auf Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP2) [58]. Dabei entsteht
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) [58]. PIP3, ein klassischer sekundarer Botenstoff,
rekrutiert die Serin/Threonin-Proteinkinase B (AKT) an die Plasmamembran und phosphoryliert
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diese mit Hilfe der phosphoinositide-dependent kinase 1. Durch die beschriebene
Phosphorylierung kommt es zur Aktivierung von AKT, wobei sich drei verschiedene Isoformen,
AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBB) und AKT3 (PKBy) unterscheiden [59]. Gemein ist diesen
Isoformen eine hohe Ubereinstimmung der jeweiligen Aminoséuresequenzen, deren Kodierung
jedoch Uber unterschiedliche Gene erfolgt. AKT wirkt sich differenziert auf unterschiedliche
Substrate aus, die in zelluldare Funktionen im Rahmen von Zellzyklusprogression, Zelltiberleben,
Zellwachstum und Glukosemetabolismus eingebunden sind. AKT besitzt dartber hinaus die
Fahigkeit zur Inaktivierung der proapoptotischen Faktoren Bcl-2 associated agonist of cell death
(BAD) und Procaspase-9 [60] [61]. Dieser Inaktivierung liegt die Phosphorylierung durch AKT
an der Serin-Bindungsstelle 136 von BAD zu Grunde, woraufhin die Apoptose-Signalkaskade
zum Erliegen kommt [60].

Als 1991 Studien an Hefen zum Mechanismus des Naturstoffes Rapamycin durchgefihrt
wurden, entdeckte man die Serin/Threonin-Kinase target of Rapamycin (TOR), welches ein
weiteres Schlisselsubstrat im PISK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg reprasentiert [62]. Der
mechanistic target of Rapamycin complex 1 (mTORC1) ist an der Regulation von Zellwachstum,
Autophagie, Lipidsynthese und Ribosomenbiogenese beteiligt, wobei der mechanistic target of
Rapamycin complex 2 (mTORC?2) eine Rolle bei der Organisation des Aktinozytoskeletts und
der Phosphorylierung von AKT spielt [63]. Die mTOR-Aktivierung erfolgt tber eine AKT-
vermittelte Inaktivierung der Tumorsupressorproteine TSC1 (Harmatin), TSC2 (Tuberin) und die
dadurch bedingte Anhdufung der GTPase Ras-homolog-enriched-in-brain [64]. Umgekehrt
bedeutet das, dass ein aktivierter TSC1/TSC2-Komplex zu einer Hemmung von mTOR fiihren
wird.

MTORC1 besitzt eine Kinaseaktivitat. Die Phosphorylierung fiihrt zum einen zur Aktivierung
der S6 Kinase 1 (S6K1) und zum anderen zur Inaktivierung des eukaryotic translation initiation
factor 4E-binding protein 1 (4EBP1). [65] S6K1 kann Uber einen Feedbackmechanismus die
mTORC1-Aktivitat tiber Phosphorylierung regulieren.
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Abbildung 2: PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg modifiziert nach [66] [67]. Wachstumsfaktoren fiihren
liber Rezeptortyrosinkinasen zur Rekrutierung von PI3K an die Zellmembran, wobei es tiber Zwischenschritte zur
Aktivierung der Proteinkinase AKT und der Serin/Threonin-Kinase mTOR kommt. Sowohl AKT als auch mTOR
besitzen die Fahigkeit zur Aktivierung und Inkativierung zelluldrer Funktionen. WF = Wachstumsfaktor, RTK =
Rezeptortyrosinkinase, P = phosphoryliert, Pfeil = aktivierende Wirkweise, Strich = inhibierende Wirkweise,
BYL719 = PI3K-Inhibitor

1.2.4 PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg und der Bezug zum Mammakarzinom

Der PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg ist von grof3er Relevanz beim Mammakarzinom,
wobei insbesondere die phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha
(PIK3CA-Mutation) beim ER-positiven Mammakarzinom von Bedeutung ist. PIK3CA kodiert
fir die p110a-Untereinheit von PI3K. Die Mutation betrifft vor allem die Regionen E545K,
E542K und H1047R und fuhrt zur unkontrollierten Aktivierung von AKT [68]. 70 % der
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Mammakarzinome sind assoziiert mit einer Aktivierung des PISK/AKT/mMTOR-
Signaltransduktionswegs und in 30 % der Falle findet sich eine PIK3CA-Mutation [69].

Insbesondere durch die Uberaktivierung dieses Signaltransduktionswegs und die benannten
Mutationen kommt es zur Ausbildung von Resistenzen gegentber endokrinen, HER2/neu-
spezifischen und zytotoxischen Substanzen [70]. Verschiedene Inhibitoren dieses
Signaltransduktionswegs sind daher Gegenstand von Studien/ der aktuellen Forschung [70].

Die Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen beeinflussen
die Tumorentwicklung des Mammakarzinoms. Ein Beispiel daflr bietet der Tumorsuppressor
phosphatase and tensin homologue (PTEN), eine Phosphatase, die die Phosphorylierung von
PIP2 zu PIP3 via Dephosphorylierung umkehrt [71] [58]. PTEN I&sst sich als negativer
Regulator der PI3K beschreiben, wobei es durch Dephosphorylierung zur Inhibierung der
PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionskaskade kommt [72]. Demnach fuhrt ein Verlust von
PTEN zu einer gesteigerten Aktivitdt von AKT [73]. Eine Mutation von PTEN ist neben dem
Mammakarzinom bei diversen weiteren Tumorsubtypen zu beobachten [58]. Eine Metaanalyse
von Li et al. (2017) beschreibt einen Zusammenhang zwischen dem Verlust der Expression von
PTEN und der Mammakarzinomentstehung [73].

Ein Verlust dieses Tumorsuppressors, aber auch AKT-Aktivierungen bzw. Amplifikationen und
oben genannte PIK3CA-Mutationen fiihren ebenso zu einer Verstirkung des
Signaltransduktionswegs [58] [74].

Beschriebene Zusammenhénge trugen zur Entwicklung von Klasse 1 PI3K-Inhibitoren bei [75].
Diese inhibieren sowohl die Untereinheit p110a, als auch die Untereinheiten p und 6. Spezifische
PI3K-p110a-Inhibitoren erwiesen sich als besonders wirksam fir PIK3CA-mutierte Zelllinien
[76]. Ein von Novartis produzierter spezifischer PI3K-p110a-Inhibitor ist das 2-Aminothiazole
Derivat NVP-BYL719 (BYL719/ Alpelisib), welcher in der SOLAR-1 (Clinical studies of
alpelisib in breast cancer 1) Studie untersucht wurde [77]. Nebenwirkungen umfassen
hyperglykamische Entgleisungen, gastrointestinale Beschwerden wie Diarrhé und Nausea sowie
makulopapuldre Ausschlage [76]. Der primére Endpunkt, progressionsfreies Uberleben wurde in
der mit BYL719 und Fulvestrant behandelten Gruppe erreicht. Im Gegensatz zu der Gruppe,
welche mit Fulvestrant und Placebo behandelt wurden, erhéhte sich das progressionsfreie
Uberleben in der Kohorte mit PIK3CA-Mutation [76]. BYL719 wurde in Verbindung mit
Fulvestrant fur die Behandlung von Hormonrezeptor-positiven, HER2-negativen, PIK3CA-
mutierten Brustkrebs zugelassen [78].

1.2.5 PIM-Proteine und der Bezug zum Mammakarzinom

Proviral integration site for moloney murine leukemia virus (PIM)-Proteine sind der Familie der
Serin/Threonin-Kinasen zuzuordnen, wobei PIM1, PIM2 und PIM3 unterschieden werden [79].
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1984 entdeckte man das Onkogen PIM1 in einem Mausexperiment in Moloney murine
Leukaemia virus-induced lymphomas [80].

PIM1 ist auf dem Chromosom 6 (6p21.2) und Chromosom 17 lokalisiert [79]. Im Gegensatz zu
anderen Kinasen fehlt die regulatorische Doméne und es besteht eine dauerhafte Aktivierung
[81]. Uber die ISFR/ GAS-Sequenz erfolgt die Bindung von STAT3 und STAT5 an den PIM1-
Promotor, wobei es zur Hochregulierung der PIM1-Genexpression kommt [82]. Neben STAT
kann auch der Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells (NF-xB) zur Expression vom PIML1 flihren [83]. PIM-Kinasen sind Uberexprimiert in vielen
Tumorsubtypen, wobei sie in Signaltransduktionswege involviert sind, die mit
Zellzyklusprogression-, Zelltod- und Tumorgenese in Verbindung stehen [83] (Abbildung 3).
Wahrend PIM1 insbesondere bei ha&matologischen und soliden Tumoren in einem
uberexprimierten Zustand zu finden ist, wird PIM2 bei Lymphomen und leuk&mischen
Erkrankungen und PIM3 bei Adenokarzinomen gefunden [84]. Spezifisch fur das
Mammakarzinom ist eine Uberexpression von PIM1, wobei in HER2- und Hormonrezeptor-
negativen Mammakarzinomen eine Amplifikation der genomischen Region 6p21p-25 gefunden
wurde, welches flr das Protoonkogen PIM1 kodiert [85].

PIM-Kinasen phosphorylieren verschiedene Substrate und greifen in differenzierte
Signaltransduktionswege ein. PIM1 phosphoryliert den Transkriptionsfaktor avian
myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog (MY C) an den Bindungsstellen Serin 62 und
Threonin 58, wobei dies zu einer erhohten Stabilitit von MYC fuhrt [86]. MYC st ein
Protoonkogen und von Relevanz fur die Zellproliferation und den Zellmetabolismus. MYC
Uberexpression filhrt beim Mammakarzinom zu Resistenzen gegeniiber chemotherapeutischer
Behandlung und geht mit einer schlechteren Prognose einher [87].

Des Weiteren haben die PIM-Kinasen tber die Inaktivierung von cyclin-dependent kinase
inhibitor 1 (p21°P*Wafly ynd cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27X'P1) bzw. die Aktivierung
von cell division cycle 25 homolog A (CDC25A) und cell division cycle 25 homolog C
(CDC25C) einen entscheidenden Einfluss auf den Zellzyklus [88] [89]. Die
Transkriptionsmodulatoren p21¢PYWafl ynd p27KIP kénnen in einem Zusammenschluss mit
Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen den Zellzyklus in der Gap 1 phase (G1) bzw. wéhrend
des Ubergangs von der G1 zur Synthesis Phase (S) arretieren [90]. Uberdies besteht die
Moglichkeit einer Phosphorylierung des Transmembranrezeptors NOTCH, welcher eine Rolle
fur die Progression von Tumorzellen spielt [91]. In Mammakarzinomen findet sich eine
NOTCH-Uberexpression, welche mit einer schlechten Prognose assoziiert ist.

PIM-Kinasen gelingt es Uber eine Phosphorylierung an den Serin-Bindungsstellen 112, 136 und
155, den proapoptotischen Transkriptionsmodulator BAD zu inaktivieren, wobei es zu einer
Apoptose-Inhibition kommt [92]. Dagegen gelingt es BAD in der unphosphorylierten Form Gber
eine Bindung an Bcl-2 und B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL), deren inhibierende Wirkung
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auf die Apoptose-Modulatoren Bcl-2-associated X protein und Bcl-2 homologous antagonist/
killer zu unterbinden und damit Apoptose zu betreiben [92].

4{ TSC2

Abbildung 3: Substrate von PIM1 modifiziert nach [84] [93]. PIML1 (ibt Einfluss auf zellulére Funktionen wie
Zellzyklus, -wachstum, -tberleben und den NF-xB- Signaltransduktionsweg. Pfeil = aktivierende Wirkweise, Strich
= inhibierende Wirkweise, LGB321 = PIM-Inhibitor
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Bedingt durch die Uberexpression von PIM-Kinasen in einer Vielzahl von Tumorerkrankungen
ist die Entwicklung spezifischer Inhibitoren von Interesse/ hoher medizinischer Relevanz.
Inzwischen sind mehr als 100 verschiedene PIM-Inhibitoren bekannt, wobei die Vielzahl dieser
insbesondere gegen PIM1 und PIM3 gerichtet sind [94]. Eine mogliche Erklarung ist, dass PIM2
im Vergleich mit den tbrigen PIM-Proteinen eine niedrigere Michaelis-Menten-Konstante fiir
ATP Km = 4 umol/L aufweist, weshalb ein ausschlieBlich spezifisch gegeniiber PIM2 gerichteter
Inhibitor schwierig zu generieren ist, da er stark genug binden muss, um ATP kompetitiv zu
verdréangen [95]. Der pan-PIM-Kinase-Inhibitor NVP-LGB321-NX-9 (LGB321) stellt allerdings
ein  ATP-kompetitives Molekil dar, welches gleichermaRen auf PIM1, PIM2 und PIM3
inhibierend wirkt [95]. LGB321 besitzt eine Wirkung auf die Zellproliferation verschiedener
h&matologischer Erkrankungen, wie z.B. das Multiple Myelom, die akute myeloische Leukamie
und die chronische myeloische Leukdmie [95]. Der PIM-Inhibitor ist ein oral verfugbarer
Wirkstoff und in therapeutischer Dosis in Mausexperimenten tolerabel [95]. Fur Multiple
Myelom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass es zu einer Dephosphorylierung des Proteins
BAD bei Applikation von LGB21 kommt [95]. Diese war fur die Zelllinie KMS-11
konzentrationsabhangig, wobei eine Konzentrationssteigerung in einer vermehrten Reduktion der
Phosphorylierung resultierte [95]
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1.3 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Die im Folgenden aufgefiilhrten Experimente dienten der Untersuchung der
tumorzellinhibierenden  Wirkung von JAK-Inhibitoren beim Mammakarzinom am
Zellkulturmodell.

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg ist beteiligt an zellproliferatorischen- und apoptotischen
Vorgangen, wie unter Kapitel 1.2.1 erldutert. Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurden
zunéchst Proteinexpressionsgrade von Schlisselproteinen des JAK/STAT-
Signaltransduktionswegs untersucht und im Zellkulturtest Zellviabilitdten unter Inkubation mit
JAK-Inhibitoren BSK805 und INK424 bestimmt.

Ein weiterer, flir das Mammakarzinom essenzieller Signaltransduktionsweg ist der
PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg. Dafiir wurde als Kombinations-Substanz der PI3K-
Inhibitor BYL719 ausgewahlt. Es ergab sich die Frage nach einem mdglichen synergistischen
Effekt der Kombination aus JAK-Inhibition mit BSK805 und PI3K-Inhibition mit BYL719. Die
Analyse der Fragestellung erfolgte im MTT-Test.

Zur Untermauerung der gemeinsamen Wirksamkeit sollte das Kolonieverhalten der Zelllinien
und apoptotische Vorgange mit Hilfe der Methodik des Cell Death Detection ELISAPYS und
Western Blot-Versuchen untersucht werden.

Des Weiteren ist die Uberexpression von PIM-Kinasen fiir die Zellzyklusprogression und den
Zelltod beim Mammakarzinom verantwortlich [80]. Vor diesem Hintergrund wurde die
Kombinationsinkubation aus dem JAK-Inhibitor BSK805 und dem PIM-Inhibitor LGB321 auf
synergistische Wirksamkeit beziiglich Zellverhalten und Proliferationsinhibition getestet.

Sofern bei diesen Experimenten eine Proliferationsinhibition vorlag, ergaben sich weitere
Fragen:

- Ist die Proliferationsinhibition zytostatisch oder zytotoxisch bedingt?
- Welche Mechanismen liegen der Proliferationsinhibition zu Grunde?
- Welche Zelllinien sind besonders sensibel gegeniiber der Kombinationsinkubation der

Inhibitoren?
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2 Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Gerate

Hersteller

Brutschrank HERA cell 240

Heraeus, Hanau, DE

Elektrophorese-Kammer

Bio-Rad, Miinchen, DE

ELISA-Reader (anthos ht2)

Anthos Mikrosysteme, Krefeld, DE

Fotokasetten Hypercassette

Amersham Life Science, Amersham, UK

Gefrierschrank

Liebherr, Ochsenhausen, DE

Hamilton Spritze

Hamilton, Bonaduz, CH

Kamera

Intas Science Imaging, Gottingen, DE

Lichtmikroskop

Leica, Wetzlar, DE

Mehrkanalpipetten

Abimed, Langenfeld, DE
Dunn Labortechnik, Asbach, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Microprocessor ph Meter

WTW, Weilheim, DE

Multipipetten

Eppendorf, Hamburg, DE

Neubauer-Zahlkammer

LO- Laboroptik Ltd, Lancing, UK

Pipetten (10 uL, 20 pL, 100 pL, 20 pL,
1000 pL)

Abimed, Langenfeld, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Thermo LabSystems, Beverly, USA

Pipettierhilfen

Integra Biosciences, Fernwald, DE
Hirschmann-Laborgeréte, Eberstadt, DE

Schiittler

Heidolph, Schwabach, DE

Semi-Dry-Blot-Gerét

Hoefer SemiPhor, San Francisco, USA

Sterilwerkbéanke

Heraeus, Hanau, DE
Integra Biosciences, Fernwald, DE

Stickstofftank Cryo 2000

Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE

Thermoschittler

Eppendorf, Hamburg, DE

Transferpipetten

Sarstedt, NUmbrecht, DE

Vortexer Heidolph, Schwabach, DE
JANKE&KUNKEL IKA-Labortechnik,
Staufen, DE
UniEquip, Martiensried, DE

Waage Sartorius, Gottingen, DE

Wasserbad (SW-21C)

Julabo, Seelbach, DE

Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg, DE
Heraeus, Hanau, DE
Hettich Lab Technology, Tuttlingen, DE

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Einmalspritze

Braun, Wertheim, DE

Filme

GE Healthcare, Chicago, USA
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Filterpapier (Extra Thick Blot paper)

Bio-Rad, Munchen, DE

Kryoréhrchen Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE
Mikroreaktionsgefale  (0,5mL, 1,5mL, | Eppendorf, Hamburg, DE
2mL)

Multipipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, DE
Ritter, Schwabminchen, DE

Petrischalen

Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE

Pipettenspitzen (10 pL, 100 pL, 1000 pL)

Eppendorf, Munchen, DE
SARSTEDT, Nimbrecht, DE

Immun-Blot PVDF Membran

Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE

Serologische Einmal-Pipetten (2 mL, 5 mL,
10 mL, 25 mL)

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Transferpipetten

SARSTEDT, Nimbrecht, DE

Whatman Filter

Whatman GmbH, Dassel, DE

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96 Well)

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Zellschaber

Corning Incorporated, USA
TPP, Trasadingen, CH

Zentrifugenrohrchen (15 mL, 50 mL)

Becton Dickinson, Heidelberg, DE
SPL Life Sciences, Eumhyeon-ri, Korea

2.1.3 Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt, DE

3-(4,5)-Dimethyl-2-thiazolyl-2H-
tetrazoliumbromid (Pulver)

Sigma-Aldrich, Traufkirchen, DE

Amphotericin B

Corning, Berlin, DE

APS Serva, Heidelberg, DE
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
DTT Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Entwickler Kodak, NY, USA
Ethanol 96 % VWR, Darmstadt, DE
FKS Gibco, Eggenstein, DE
Fixierer Kodak, NY, USA
Glycerin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
ROTH, Karlsruhe, DE
Glycin ROTH, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Isopropanol Qiagen, Hilden, DE

Luminol Reagent

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, DE

Membrane Blocking Agent

GE Healthcare, Little Chalfront, UK

Methanol

Fisher Scientific, Pittsburgh, USA

Milchpulver

GE Healthcare, Little Chalfront, UK

PBS, Dulbecco's (sterile, unsterile)

Biochrom, Berlin, DE

P/S

Biochrom, Berlin, DE

PhosphoSafe Extraction Buffer

Merck, Darmstadt, DE

Ponceau S Solution

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE

Precision Plus Protein

Biorad, Miinchen, DE
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Protease Inhibitor

Roche, Basel, CH

Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping
Solution

Millipore, Billerica, USA

Rotiphorese Gel 40

ROTH, Karlsruhe, DE

RPMI 1640 Gibco, Eggenstein, DE

SDS ROTH, Karlsruhe, DE

TEMED ROTH, Karlsruhe, DE

Tris-Base Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Tris-HCL Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE
Trypsin/ EDTA Biochrom, Berlin, DE

Tween 20 National diagnostics, Atlanta, USA

2.1.4 Puffer und LOsungen

Puffer und Ldsungen

Zusammensetzung

Blockierldsung

2% Milchpulver in PBS-Tween (PBS-T)
0,1%

Elektrophoresepuffer 10x

30 g Tris-Base

144 g Glycin

10 g SDS

Aqua dest. auffillen bis 1 L

Ladepuffer 4x

250 mM Tris-HCI (pH 6,8)

40 % Glycerin

8 % SDS

16 % DTT

0,4 % Bromphenolblau

vor Gebrauch + 20 % B-Mercaptoethanol

MTT |

5mg/mL  3-(4,5)-Dimethyl-2-thiazolyl-2H-
tetrazoliumbromid (Pulver) in PBS l6sen

MTT I

10 % SDS in 0,01 M HCI

PBS 10x

80 g Natriumchlorid

2 g Kaliumchrid

14,4 g Natriumhydrogenphosphat
2,4 g Kaliumhydrogenphosphat
Aqua dest. auffillen bis 1 L

PBS-T 0,1 %

200 mL PBS 10x
1 mL Tween-20
Aqua dest. auf 1 L

Sammelgel 4 % 5 mL

3,2 mL Aqua Bidest

0,5 mL Acrylamid

1,25 mL 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
50 pL 10 % SDS

50 pL 10 % APS

10 uL TEMED

SDS 2x

0,2 mL 0,5 M Tris-HCI

8,0 mL 10 % SDS

2,0 mL Glycerin

Aqua dest. auffillen bis 20 mL
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Stripping Solution

1 mL Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping
Solution 10x
Aqua dest. auffillen bis 10 ml

Transferpuffer 10x

58,2 g Tris-Base

29,3 g Glycin (MW 75)

3,75 g SDS (mit oder ohne SDS)
Aqua dest. auffillen bis 1 L

Trenngel 8/10 % 10 mL

5,3/ 4,8 mL Aqua Bidest
2,0/ 2,5 mL Acrylamid
2,5/1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)
100 pL 10 % SDS

50/100 pL 10 % APS

5/10 yL TEMED

2.1.5 Substanzen

Substanzen Hersteller

INK424 Novartis, Basel, CH
NVP-BSK805-NX-9 Novartis, Basel, CH
NVP-BYL719 Novartis Basel, CH

NVP-LGB321-NX-9

Novartis Basel, CH

2.1.6 Antikorper

Primérer Antikérper | Spezies Verdinnung Hersteller
Actin (I-19): sc-1616 | Kaninchen 1:2000 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, DE
AKT (pan) (11E7) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA
Bcl-xI (H5): sc-8392 Maus 1:2000 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, DE
BIM (C34C5) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA
Cleaved Caspase-3 | Kaninchen 1:2000 Cell Signaling
(Aspl75) (5A1E) Technology, Inc.,
Danvers, USA
Cyclin A Maus 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, DE
Cyclin B1 (GNS1): sc- | Maus 1:1000 Santa Cruz
245 Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, DE
Cyclin D1 (DSC6) Maus 1:1000 Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA
Cyclin E (HE 12) Maus 1:500 Santa Cruz
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Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, DE

JAK2 (D2E12) XP

Kaninchen

1:2000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

PARP

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-4EBP1

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-AKT (Ser473)

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-AKT (Thr308)

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-BAD

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-JAK2
(Tyr1007/1008)

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-P70S6K (Thr3g9)

Kaninchen

1:2000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-STAT3 (Tyr705)

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

p-STATS5 (Tyr694)

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

PIM1 (D1D2) XP

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

PIM2 (D1D2) XP

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

PIM3 (D17C9)

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

PUMAwB  (H-136):

sc-28226

Kaninchen

1:1000

Santa Cruz
Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, DE

STAT3

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA

STATS

Kaninchen

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, USA
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Sekundéarer Verdinnung Hersteller
Antikorper

Goat anti-rabbit 1gG- | 1:3000 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
HRP: sc-2004 DE

Anti-mouse Ig | 1:2000 Amersham Biosciences, Freiburg, DE
Horseradish
Peroxidase linked
whole antibody
NA931V

2.1.7 Handelsibliche Reaktions-Kits

Handelsibliche Reaktions-Kits Hersteller

BCA Protein Assay Kit (Pierce) Thermo Scientific, Bonn, DE

Cell Death Detection ELISA P-US Roche, Basel, CH

ECL Advance GE Healthcare, Little Chalfront, UK

ImmunoCruz Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
DE

Hemacolor-Schnellfarbung Merck, Darmstadt, DE

2.1.8 Software

Software Hersteller
CalcuSyn Biosoft, Cambridge, UK
Microsoft Office Excel 2011 Microsoft Corporation, Redmond, USA

2.2 Zelllinien-Charakteristika und Herkunft

Die Zelllinien wurden tber die American Type Culture Collection (AFCC) und die Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DMSZ) bezogen. Es wurden ausschlief3lich
adharente Zellen fir die Experimente verwendet. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die
Charakteristika der verwendeten Zelllinien.
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Zelllinie HER2/neu | ER PR Mutation Morphologie
ZR-75 + + +/- PTEN Epithelial, luminal
MDA-MB-453 | + - - PIK3CA, PTEN Epithelial, luminal
MCF-7 - + + PIK3CA Epithelial, luminal
T47D - + + PIK3CA, p53 Epithelial, luminal
BT-20 - - - PIK3CA, p53 Epithelial, basal
BT-474 + + + PIK3CA, p53 Epithelial, luminal
MDA-MB-436 | - - - p53, RB1, BRCAl Mesenchymal, basal
MDA-MB-231 | - - - BRAF, KRAS, p53 Mesenchymal, basal
MDA-MB-361 | + +/- - PIK3CA, p53 Epithelial, luminal
SKBR3 + - - p53 Epithelial, luminal

Tabelle 1: Charakteristika ausgewdahlter Zelllinien. Differenzierung der Zelllinien nach HER2-Status,
Hormonrezeptor-Status, moglichen Mutationen und der jeweiligen Morphologie. Die Inhalte der Tabelle wurden
den Referenzen [96] [97] [98] [99] und den jeweiligen ATCC-Datenblattern entnommen. + = Expression vorhanden,
- = fehlende Expression, +/- Expressionsgrad sowohl als auch

Bezliglich Hormonrezeptor-Typ und HER2-Status lassen sich die Zelllinien BT-20, MDA-MB-
436 und MDA-MB-231 zusammenfassen, da die Gesamtheit der drei Zelllinien Hormonrezeptor-
negativ ist. Demgegenuber stehen die Zelllinien ZR-75 und BT-474, wobei sowohl HER2- und
Hormonrezeptor-Status positiv ausfallen. Morphologisch ergibt sich eine Differenzierung der
Zelllinien in epitheliale und mesenchymale Zellen, wobei der Uberwiegende Teil der
ausgewahlten Zelllinien epithelialer Herkunft ist, mit Ausnahme von MDA-MB-436 und MDA-
MB-231. Es besteht eine Konformitat fur die Zelllinien fir das Vorliegen einer Mutation, wobei
sich diese je nach Zelllinie unterscheidet. Haufige Mutationen betreffen die Tumorsupressorgene
PTEN, PIK3CA und tumor protein p53 (p53).

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Zellkultivierung und Zellzahlbestimmung

Das Arbeiten mit Zellkulturen erfolgte unter Benutzung einer Sterilwerkbank. Hierbei
verwendete Materialien wurden vor Verwendung grindlich mit 70 % Alkohol desinfiziert. Die
Zelllinien wurden in Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 Medium unter
Zugabe von 10 % fetales Kalberserum (FKS), 1 % Penicillin-Streptomycin (P/S) und 1-2 %
Amphotericin B zum Schutz vor bakteriellen und pilzlichen Kontaminationen kultiviert.
Aufbewahrt wurden die adhdrenten Zelllinien in sterilen Zellkulturflaschen in Brutschranken,
gesattigt mit Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid bei einer Temperatur von 37°C. In
Abhéngigkeit vom Wachstumsverhalten der Zelllinie wurde ein Mediumwechsel bzw. eine
Passage der Zellen alle drei bis vier Tage durchgefiihrt. Fir eine Passage der Zellen wurde
zuné&chst das Medium entfernt, die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen,
trypsiniert, zentrifugiert und in Kulturmedium resuspendiert. Fir die Zellzahlbestimmung
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zwecks Aussaat der Zellen im Rahmen eines Experimentes wurden Zellsuspension und
Trypanblau in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt und in Neubauer-Zahlkammern standardisiert
gezéhit.

2.3.2 Kryokonservierung, Auftauen und Konservierung von Aliquots

Ein Kryorohrchen wurde bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und in ein mit 5 mL Kulturmedium
vorbereitetes Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Im Anschluss wurden die Zellen zehn Minuten bei
890 revolutions per minute (RPM) zentrifugiert. Der Mediumuberstand wurde verworfen und die
Zellen in 7 mL frischem Kulturmedium resuspendiert und in Kultur gebracht. Flr das Einfrieren
von Zellen wurde dem Standardmedium 5 mL Dimethylsulfoxid und 5% FKS zugesetzt.
Zunachst erfolgten die Zellpassagierung und die Zellzahlung (2.3.1). Im Anschluss wurden die
Zellen mit vorbereitetem Kaéltemedium in Ldsung gebracht und in daflir vorgesehene
Kryorohrchen pipettiert. Die Aufbewahrung der Kryoréhrchen erfolgte in Boxen mit Isopropanol
bei —80°C. Der Transfer in einen Stickstofftank zur langfristigen Aufbewahrung der
Probenréhrchen erfolgte nach einem Zeitraum von ein bis zwei Wochen.

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 MTT-Test — Diagnostischer Zellkulturtest

Der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT-Test) umfasst eine
Methodik zur Untersuchung der metabolischen Stoffwechselaktivitat von Zellen, welche in einer
Wechselbeziehung mit der Zellviabilitat steht [100]. Die Zellviabilitat ist definiert durch den
Anteil an lebenden Zellen innerhalb einer Zellpopulation. Je kleiner der Wert der Zellviabilitat in
Prozent, desto groRer die Proliferationsinhibition. Grundlage fur dieses Verfahren bietet die
enzymatische Reduzierung eines gelben Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT I-L6ésung) in ein blaues Thiazolylblau Formazan, vermittelt
durch Zellen von Vitalitat.

In Abhingigkeit der Zelllinie wurde eine Suspension von 1,0 x 10* bis 1,0 x 10° Zellen pro mL
Kulturmedium vorbereitet. Je nach Versuchsaufbau wurden 80-90 uL dieser Suspension in die
Vertiefungen von 96-Well-Platten pipettiert. Nach 24-stindiger Inkubation erfolgte die
Herstellung der Substanzkonzentrationen. Dabei wurden Experimente mit Monosubstanzen
(BSK805, INK424, BYL719, LGB321) und auch Experimente mit Medikamentenkombinationen
(BSK805 und BYL719, BSK805 und LGB321) durchgefiihrt. Fur die Monoversuche lagen die
verwendeten Substanzkonzentrationen zwischen 0,039 uM und 5 pM in  ansteigender
Konzentration.  Medikamentenkonzentrationen von 0,625 uM bis 5 uM wurden fur die
Kombinationsversuche ausgewéhlt. Dabei wurde innerhalb der Monoversuche flr jede Probe ein
sechsfacher und innerhalb der Kombinationsversuche ein dreifacher Ansatz benutzt. Vier Tage
nach Behandlung schloss sich die Gabe von 10 uL MTT I-L6sung je Well an. Nach 30-240-
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mindtiger Inkubationszeit wurden 100 pL MTT II-Ldsung je Well hinzugegeben. Damit die
Formazankristalle in Ldsung gehen konnten, war eine weitere Inkubation Gber Nacht im
Brutschrank notwendig. Die optische Dichte wurde im Anschluss mit der SoftMax Pro Software
am Microplate Reader bei einer Wellenldnge von 512 nm bestimmt. Mithilfe von Excel wurde
die Zellviabilitdt in Prozent, bezogen auf die Kontrolle, berechnet. Zur Bestimmung der
Zellviabilitdt wurde bei den Monoversuchen der Mittelwert aus sechs und in den
Kombinationsversuchen aus drei parallellaufenden Proben gebildet. Die Standardabweichung der
Zellviabilitatswerte der einzelnen Proben sollte dabei 10 % nicht lbersteigen. Insgesamt wurden
ein bis drei Versuche durchgefiihrt, wobei genau ein reprasentatives Ergebnis dargestellt wird.

2.4.2 Zellzdhlversuch

Um die Ergebnisse des MTT-Versuches zu Uberprufen, wurde ein Zellzahlversuch
unternommen. Daflr wurden Zellen in 24-Multiwell Zellkulturplatten ausgesat und nach
Inkubation Gber Nacht mit BSK805 5 uM und LGB321 5 uM behandelt. Im Gegensatz zum
MTT-Versuch wurde eine wesentlich kleinere Anzahl an Zellen hierfur verwendet. Analog zum
MTT-Experiment erfolgte die Zellzdhlung nach vier Tagen. Die adhdrenten Zellen wurden
trypsiniert und in Medium resuspendiert. Die Z&hlung wurde mit Neubauer Zahlkammern
durchgefiihrt.

2.4.3 Colony formation assay

Colony formation Assay bzw. Clonogenic Assay beschreibt eine Methode zur Untersuchung der
Proliferations- und Uberlebensfahigkeit von unbehandelten Zellen im Vergleich zu behandelten
Zellen. Dabei wird sich die Koloniebildungsféhigkeit der Zellen zu Nutze gemacht, wobei eine
Kolonie durch eine Ansammlung von mindestens 50 Zellen definiert ist [101]. Unter
Verwendung einer 12-Multiwell Zellkulturplatte wurde eine Zellsuspension von 1000-2000
Zellen in 1-2 mL Kulturmedium je Well aufgetragen. Zum Zwecke der Zelladhdrenz schloss
sich eine eintdgige Inkubation an. Es erfolgte die Behandlung der Zelllinie ZR-75 mit
entsprechenden Medikamentenkonzentrationen, je ein Well 2,5 uM BSK805, 2,5 uM BYL719
und eine Kombination von 2,5 uM BSK805 und 2,5 uM BYL719. Die Zelllinien MCF-7 und
MDA-MB436 wurden wie folgt behandelt: je ein Well 2,5 uM BSK805, 2,5 uM LGB321 und
eine Kombination von 2,5 uM BSK805 und 2,5 uM LGB321, wobei fiur die Zelllinie BT-474
eine Konzentration von 1 uM fir BSK805 und LGB321 gewahlt wurde. Zusétzlich diente je
ein Well der Kontrolle ohne Behandlung. Die Proben wurden zweifach angesetzt. Eine erneute
Behandlung in gleicher Substanzkonzentration erfolgte nach einer Woche. Nach insgesamt
zweiwdchiger Inkubation wurden die Zellsuspensionen mittels Hemacolor-Schnellfarbung fixiert
und mit Hilfe einer Digitalkamera fotografisch festgehalten. Dazu wurde zun&chst mit Hilfe
einer Glaspipette das Medium aus den Vertiefungen abgesaugt. Als nédchstes fand ein
Waschschritt mit PBS statt. Im Anschluss wurden die Proben in drei Schritten unter Gebrauch
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von Losung eins, zwei und drei gefarbt. AbschlieBend erfolgte ein erneuter Waschschritt mit
PBS und das Trocknen der Proben bei Raumtemperatur fur 1-2 h.

2.4.4 Cell Death Detection ELISAPLYS — Anreicherung von Nukleosomen im Zytoplasma

Zum Zwecke der Messung des programmierten Zelltods bietet sich die Vorgehensweise im
Rahmen eines Cell Death Detection ELISAPMYS an. Diesem Verfahren liegt der Nachweis der
Anreicherung von Mono- und Oligonukleosomen im Zytoplasma jeweiliger Zell-Lysate zu
Grunde. Jene Methodik basiert auf einem quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay unter
Verwendung von Antikérpern, welche gegeniiber Histonen und DNA gerichtet sind.

Die Zellen der Zelllinien wurden in 24-Multiwell Zellkulturplatten in einer Dichte von 1,0 x 10°
Zellen pro mL ausgeséat. Es schloss sich nach einem 24-stiindigen Inkubationsintervall die
Behandlung mit den gekennzeichneten Liganden an. Parallel erfolgte die Vorbereitung eines
MTT Ansatzes zum Zwecke der Zellnormierung (2.4.1). Nach einem Inkubationsintervall von
vier Tagen wurden die Zellen geldst und in kleine ReaktionsgeféaRe tberflhrt. Diese wurden fir
10 min zentrifugiert, um eine Trennung von Zellpellet und Uberstehendem Kulturmedium zu
erreichen. Das Zellpellet wurde unter Verwendung von 400 pL Lysis Puffer resuspendiert. Ein
erneuter Zentrifugierungsschritt schloss sich nach 30 min Zelllyse an. In die Vertiefungen einer
mit Streptavidin benetzten Mikrotiterplatte wurden nun 20 uL des entstandenen Lysates
pipettiert und jeweils 80 pL einer exakt nach Herstellerangaben vorbereiteten Immunoreagent-
Losung, bestehend aus Peroxidase-konjugiertem Anti-DNA-Antikorper, Anti-Histon-Biotin-
Antikorper und Inkubationspuffer, hinzugeflgt. Die Mikrotiterplatte wurde im Anschluss unter
Abdeckung mit einer Folie flir 2 h bei Raumtemperatur auf dem Schuttler bewegt. Nachdem die
Flussigkeit aus den Vertiefungen abgesaugt wurde, wurden die Mikrotiterplatte mit 3x250 pL
Inkubationspuffer gewaschen. Es erfolgte die Gabe von je 100 uL 2,2'-Azino-di(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsédure) (ABTS-L6sung), wobei nach 20 min Inkubation unter
Schitteln der Mikrotiterplatte 100 uL. ABTS Peroxidase Stop Solution appliziert wurden.
Abschlieend wurden die Proben photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm unter
Benutzung des Microplate Reader gemessen.

2.45 Western Blot

Die Untersuchung mit Hilfe eines Western Blot diente der Detektion und nachfolgender Analyse
des  Expressionsgrades  unterschiedlicher  Proteine  einer  Zellkulturprobe.  Dieses
molekularbiologische Verfahren, welches zuerst im Jahre 1979 beschrieben wurde, umfasst
verschiedene  Arbeitsschritte. Eingangs werden die Proteine einer Zellkulturprobe
elektrophoretisch aufgetrennt, um diese nach erfolgreichem Membrantransfer mittels Antikorper
anschlieBend sichtbar zu machen [102].

Zunéchst erfolgte die Zellbehandlung, wobei als erster Arbeitsschritt fir die Proteingewinnung je
10 ml Zellsuspension in einer Dichte von 1,0 x 10* bis 1,0 x 10° Zellen pro mL Kulturmedium in
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Petrischalen ausgesat wurde. Nach einer Inkubation von 24 h fand ein Mediumwechsel statt,
wobei die Zelllinien MDA-MB-436, BT-20, ZR-75, MCF-7, SKBR3 und BT-474 wie folgt
behandelt wurden: eine Schale mit 2,5 uM BSK®805, eine Schale je nach Ansatz mit 2,5 uM
BYL719 oder 2,5 uM LGB321, zwei Schalen mit einer Kombination aus BSK805 und BYL719
bzw. BSK805 und LGB321 und eine Kontrollschale ohne Inhibitorzusatz. Abhéngig vom
durchgefuhrten Versuch, schloss sich ein jeweiliges Inkubationsintervall von 24-72 h an.

Die Proteinextraktion wurde mit Hilfe des Losens der adhérenten Zellen unter Verwendung eines
Zellschabers vom Boden der Petrischale eingeleitet. Anschlieend wurde die Zellsuspension in
ein auf Eis vorbereitetes Zentrifugenrohrchen transferiert. Danach wurden die Proben bei
890 rpm fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 5 mL
eiskaltem PBS einmal resuspendiert. Es schlossen sich zwei weitere Zentrifugations- und
Waschschritte mit PBS unter beschriebenen Bedingungen an. In Abhangigkeit der GrolRe des
entstandenen Zellpellets erfolgte die Gabe von 40-120 pL Lysis-Puffer, bestehend aus 90 %
PhosphoSafe-Lysepuffer und 10 % Complete protease inhibitor. Im Anschluss wurden die
Proben stark ,,gevortext und bei —20°C eingefroren. Diesem Schritt folgte ein dreimaliges
Wiederholen der Teilschritte: Auftauen, Vortexen und Einfrieren.

Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde die weitere Proteinbestimmung unter
Verwendung des Protokolls des BCA-Protein-Assay-Kit durchgefiihrt. Dazu wurden in 3-fachen
Ansdtzen Verdinnungen aus 2 UL des Lysats und 98 pL PBS hergestellt und in die Vertiefungen
einer 96-Multiwell Zellkulturplatte pipettiert. Anschlielend wurden die Proteinkonzentrationen
am Microplate Reader unter Anwendung des Programms SoftMax Pro ermittelt und eine
entsprechende Standardkurve erstellt.

Fur die Durchfuhrung der Gelelektrophorese wurden zunéchst zwei Gele, bestehend aus 4%
Sammelgel und 8-10 % Trenngel in Abhé&ngigkeit der ermittelten Proteingrée hergestellt. Zur
Probenvorbereitung wurden 45-50 pg Protein mit 2x Sodium dodecyl sulfate (SDS) und 5 pL
Ladepuffer versehen, sodass die Gesamtmenge der hergestellten Lésung 13 pL betrug.

Bei 95°C wurden die Proben 10 min im Thermomixer denaturiert, anschlieBend auf Eis
abgekuhlt und fur 1 min zentrifugiert. Unter Verwendung einer Hamilton Spritze wurden je
12,5 pL der entsprechenden Proben sorgféltig in die Geltaschen aufgetragen. Die erste Tasche
diente der Kontrolle unter Gebrauch eines Markers. Fir 2-2,5h erfolgte der
Elektrophoresevorgang bei einer Spannung von 80-100 Volt und einer Stromstarke von 25—
30 mA.

Fur die Ubertragung der Proteinbanden vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran
(PVDF-Membran) wurde ein Semi-Dry-Blot-Verfahren angewandt. Daflr wurde eine Membran
fur wenige Minuten in Methanol getrdnkt und danach mit Filterpapier und Gel fur 30 min mit
Transferpuffer inkubiert. Sandwichartig erfolgte die Zusammensetzung von Filterpapier, PVDF-
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Membran, Gel und wiederum Filterpapier. Der Blot-Vorgang erfolgte bei 15 Volt Uber eine
Zeitspanne von 1-2 h.

Eine erste Visualisierung der Proteinbanden erfolgte in 3-Hydroxy-4-(2-sulfo-4-[4-
sulfophenylazo]phenylazo)-2,7-naphthalenedisulfonic acid sodium salt (Ponceau-S-Ldsung),
wobei ein Transfererfolg des Blot-Vorgangs sichergestellt werden konnte. Darauffolgende
Waschschritte mit Phosphate buffered saline- Tween (PBS-T) dienten der Entfernung der
entstandenen Ruckstande durch die Ponceau-S-Losung. Die Inkubation der PVFD-Membran mit
der Blockierlosung erfolgte fur 1-1,5 h bei Raumtemperatur. Daran schloss sich die Gabe des
Primar-Antikorpers tber Nacht an. Nach 2 x 5 min und 2 x 10 min waschen mit PBS-T, um
ungebundenen Primér-Antikérper zu entfernen, wurde die PVFD-Membran mit dem
Sekundarantikorper fir weitere 2 h inkubiert. Es folgten weitere Waschritte fur 3 x 5 min und
3 x 10 min mit PBS-T. Die Detektion der Proteinbanden wurde unter Verwendung des ECL
Advance Kits durchgefuhrt. Dabei wurden Losung A und Losung B in gleichem Verhaltnis
miteinander vermischt und fur 5 min unter Lichtabschluss auf die PVDF-Membran gegeben. In
Abhéngigkeit der Sichtbarkeit der Banden schloss sich nach 1-60 min die Filmentwicklung unter
Verwendung einer Fixierer- und Entwicklerlosung unter Ausschluss von Licht, in einer
Dunkelkammer an.

Eine erneute Detektion anderweitiger Antikorper und jeweiliger Proteinbanden war mdglich,
indem die PVDF-Membran fiir 30 min mit einer Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping Solution
benetzt wurde. Danach war ein Vorgehen mit Blockierung und Antikdrpergabe in oben
beschriebener Reihenfolge mdéglich. Die Wiederverwendung einer Membran war durch dieses
Vorgehen bis zu 5-mal mdglich.

2.5 Statistische Auswertung

Die Experimente wurden unter gleichen Bedingungen bis zu zweimal wiederholt. Entstandene
Standardabweichungen, welche 10 % nicht berschreiten sollten, wurden erhoben und mit Hilfe
von Excel tabellarisch aufgearbeitet. Jeweils ein représentatives Ergebnis wurde dargestellt. Zur
statistischen Auswertung des MTT-Tests fand die Software CalcuSyn Verwendung. Zwei Werte
waren hierfir von besonderem Interesse, zum einen die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) und zum anderen sogenannte Kombinations-Indices (Cl) zur Darstellung mdglicher
Kombinationseffekte der untersuchten Kombination der Substanzen. Die 1Cso entspricht hierfir
jeweils der Inhibitorkonzentration in uM, bei welcher die Zellviabilitat 50 % betragt. Cl-Werte,
welche Kleiner gleich Eins waren, entsprachen einem synergistischen, CI-Werte gleich Eins
einem additiven und CI-Werte groRer als Eins einem antagonistischen Kombinationseffekt [103].
Voraussetzung fiir die Erfassung der Kombinations-Indices bildete ein stets konstantes
Konzentrationsverhéltnis zwischen den kombinierten Substanzen bei jeder Konzentration [103].
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3 Ergebnisse

3.1 Phosphorylierungsgrad von Signalproteinen des JAK/STAT- und
PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs

Zuerst wurden die  Expressionslevel  verschiedener  Proteine des JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg mit Hilfe von Western Blot-Experimenten untersucht. Dabei standen die
Proteine JAK2, STAT3 und STATS5 im phosphorylierten (aktivierten) Zustand im Mittelpunkt
der Betrachtungen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Expression und Phosphorylierungsgrad von JAK2, STAT3 und STAT5 ausgewdahlter
Mammakarzinomzelllinien in der Western Blot-Analyse.

Die Zelllinien in Abbildung 4 zeigten eine deutliche Phosphorylierung der Proteine JAK2 und
STAT3. Die Zelllinie BT-474 exprimierte im Vergleich zu den anderen Zelllinien, das Protein
JAK2 weniger stark. Besonders deutlich zeigte sich die Phosphorylierung fir das Protein STAT3
bei der Zelllinie SKBR3. STATS war im phosphorylierten Stadium schwierig zu detektieren und
zeigte sich nur bei den Zelllinien T47D und SKBR3 in einem aktivierten Zustand.

AnschlieBend erfolgte die Detektion von phosphorylierten  Signalproteinen  des
PIBK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweges, wie p-P70S6K, p-4EBP1, p-AKT. Bei allen
untersuchten Zelllinien stellte sich eine konstitutive Aktivierung dieses Signaltransduktionswegs
dar. Unterschiede zwischen den Zelllinien gab es beziglich Expression und
Phosphorylierungsgrad der Proteine (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Expression und Phosphorylierungsgrad von P70S6K, 4EBP1 und AKT ausgewahlter
Mammakarzinomzelllinien in der Western Blot-Analyse.

9
O

Ry

40/‘

Die Phosphorylierung des Proteins AKT zeigte sich bei den Zelllinien ZR-75, BT-474, MCF-7
und T47D weniger stark ausgepragt, wobei sie bei MDA-MB-231 nicht detektiert werden
konnte. Eine ausgepragte Phosphorylierung von P70S6K lieR sich bei den Zelllinien ZR-75,
MDA-MB-453, BT-474, MCF-7 und SKBR3 feststellen.

3.2 Proliferationsinhibition der Mammakarzinomzelllinien unter Inkubation
mit JAK2-Inhibitoren

Bei nachgewiesener konstitutiver Aktivierung des JAK/STAT-Signaltransduktionswegs in den
untersuchten Zelllinien wurde mittels zweier unterschiedlicher JAK-Inhibitoren INK424 (Pan-
JAK-Inhibitor) und BSKB805 (JAK2-Inhibitor) getestet, ob dieser Signaltransduktionsweg
effektiv hemmbar ist. Um die Wirksamkeit der JAK-Inhibitoren zu testen, wurde zundchst die
Zellviabilitat mit Hilfe eines diagnostischen Zellkulturtests (MTT-Test) ermittelt. Die einzelnen
Zelllinien wurden mit den Testsubstanzen BSK805 und INK424 in 4 unterschiedlichen
Konzentrationen von 0,625 uM-5 uM ber ein 4-tdgiges Inkubationsintervall behandelt. Als
Vergleichsprobe diente eine unbehandelte Kontroll-Zelllinie. Unter Verwendung der MTT-
Losungen nach vorgegebenem Hersteller-Protokoll erfolgte die Darstellung der Ergebnisse. Zur
Visualisierung der Wirkunterschiede der einzelnen Zelllinien auf die Testsubstanzen wurden zur
besseren Uberschaubarkeit jeweils 2 Diagramme angefertigt (Abbildung 6 und 7). Die Daten
wurden mit Hilfe der Software SoftMax Pro ausgewertet.
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Abbildung 6: INK424 bedingte Proliferationsinhibition ausgewéhlter Mammakarzinomzelllinien. Ermittlung
der Zellviabilitaten in % unter Verwendung des MTT-Tests nach 4-tdgiger Inkubation mit JAK2-Inhibitor INK424
in steigender Konzentration zwischen 0,625 pM und 5 pM.

Die Inkubation der Zelllinien mit dem JAK-Inhibitor INK424 zeigte nur minimale prozentuale
Veranderungen beziglich der Reduktion der Zellviabilitdt. Auch eine Konzentrationssteigerung
des Inhibitors von 0,625 uM auf eine Maximalkonzentration von 5 uM fihrte nicht zu einer
erheblichen Steigerung der Proliferationsinhibition.
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Abbildung 7: BSK805 bedingte Proliferationsinhibition ausgewahlter Mammakarzinomzelllinien. Ermittlung
der Zellviabilitaten in % unter Verwendung des MTT-Tests nach 4-tdgiger Inkubation mit JAK2-Inhibitor BSK805
in steigender Konzentration zwsischen 0,625 uM und 5 uM.

Bei den ausgewahlten Zelllinien war bei Verwendung des Inhibitors BSK805 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe eine Reduktion der Zellviabilitdt zu erkennen. Die
Proliferationsinhibition war dosisabhangig. Eine um die Hélfte reduzierte Zellviabilitat bei
Inkubation mit der Hochstkonzentration von 5 uM zeigten die Zelllinien MCF-7, SKBR3 und
T47D. Wohingegen die Zelllinien MDA-MB-436, MDA-MB-453, MDA-MB-361, MDA-MB-
231, BT-20, ZR-75 und BT-474 bei Verwendung von 5puM BSK805 eine Reduktion der
Zellviabilitat von bis zu 50 % aufwiesen. Die Zelllinie SKBR3 war besonders sensitiv gegenuber
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BSK805. Bei einer Konzentration von 2,5 pM BSK805 ergab sich eine Zellviabilitat von 51,6 %,
welche sich bei Gabe der doppelten Konzentration auf 7,0 % verringerte.

Insgesamt zeigten sich jedoch innerhalb der Zelllinien beztglich der Zellviabilitatsreduktion nur
moderate Verénderungen bei vergleichsweise hoher Konzentrationsgabe, weshalb Experimente
zur Analyse zu Grunde liegender Signaltransduktionswege folgten. Unter Verwendung des
Western Blot-Verfahrens wurden durch BSK805 bedingte Veranderungen in der Expression von
Schlisselproteinen des PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs ermittelt (Abbildung 8).

p-STAT3
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p-4EBP1
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p-AKT(S473)

Actin

Abbildung 8: Expression und Phosphorylierungsgrad von Schlisselproteinen des PI3K/AKT/mTOR-
Signaltransduktionswegs. Die Detektion erfolgte mittels Western Blot-Verfahren nach 24 h Inkubation mit
BSK805 in einem Konzentrationsbereich von 1-5puM. Wobei flir die Quantifizierung probeabhéngiger
Schwankungen als entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping* Protein Actin diente.

Die beiden Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-453 zeigten im Western Blot-Versuch bei
steigender BSK805-Konzentration eine Abschwéachung der Intensitét der Phosphorylierung von
STAT3. Dies spiegelte die zielgerichtete Wirkung von BSK805 wider. Schliisselproteine des
PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs, wie p-P70S6K, p-4EBP1 und p-AKT erfuhren
dagegen eine dosisabhangige Intensivierung des Signals. Dies konnte bedeuten, dass eine
Hemmung von JAK2 zu einer Aktivierung des PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs fihrt
und sich dadurch limitierend auf die Wirksamkeit von JAK2-Inhibitoren verhalt. Um eine
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Wirkverstarkung des JAK2-Inhibitors zu erzielen, folgte die Uberlegung einer Kombination mit
einer zusatzlichen, den PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg beeinflussenden Substanz.

3.3 Proliferationsinhibition der Mammakarzinomzelllinien unter Inkubation
mit PI3K-Inhibitor BYL719

Ein mdglicher Kombinationspartner bildete der PI3K-Inhibitor BYL719, welcher zundchst in
einem weiteren MTT-Monosubstanzversuch untersucht wurde. Im MTT-Versuch standen sich
Konzentrationen von 0,625 uM-5 uM gegeniber. Unter gleichen Inkubationsbedingungen, wie
in den vorausgegangenen Experimenten, erfolgte die Differenzierung der Wirkung von BYL719
auf die Proliferationsinhibition der ausgewahlten Zelllinien.
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Abbildung 9: BYL719 bedingte Proliferationsinhibition ausgewéahlter Mammakarzinomzelllinien. Ermittlung
der Zellviabilitaten in % unter Verwendung des MTT-Tests nach 4-tdgiger Inkubation mit PI3K-Inhibitor BYL719

in steigender Konzentration zwischen 0,625 UM und 5 UM,

Eine Reduktion der Zellviabilitat war bei allen Zelllinien unter Einsatz des Inhibitors BYL719 zu
verzeichnen (Abbildung 9). Eine Verringerung der Zellviabilitat unter 50 % liel sich bei einer
Konzentration von 5 UM bei den Zelllinien SKBR3, T47D, MDA-MB-453, BT-20, BT-474,
MCF-7 und MDA-MB-361 darstellen. Wobei schon eine geringe Konzentration von 0,625 uM
ausreichte, um bei der Halfte der untersuchten Zelllinien eine Zellviabilitat <50 % festzustellen.
Die grofite Wirksamkeit hinsichtlich der Reduktion der Zellviabilitat in der Gegentiberstellung
der Zelllinien zeigte sich bei MDA-MB-453 und MDA-MB-361, die beide eine PIK3CA-
Mutation aufwiesen (Tabelle 1). Im Kontrast dazu flhrte die Inkubation mit BYL719 bei den
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Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-436 nur zu einer minimalen Zellviabilitatsreduktion
von bis zu 15 %.

3.4 Kombination von JAK2-Inhibitor BSK805 mit PI3K-Inhibitor BYL719

3.4.1 Synergistischer Effekt auf die Proliferationsinhibition der
Mammakarzinomzelllinien

Nach Abschluss der MTT-Monosubstanzversuche folgten MTT-Kombinationsversuche unter
Verwendung einer Kombination aus JAK2-Inhibitor BSK805 und PI3K-Inhibitor BYL719. Ziel
war es, eine mogliche Verstarkung der Proliferationsinhibition der Monosubstanzen auf die
Zelllinien zu prufen. Neben einer unbehandelten Kontrollgruppe wurden die Zelllinien unter
Berlicksichtigung der Monosubstanzversuche mit verschiedenen Konzentrationen im Bereich
von 0,1-5 puM der Monosubstanzen inkubiert. Dabei wurde flr die Monosubstanzen jeweils eine
Verdinnungsreihe benutzt. Besondere Beachtung fand dabei, dass die gewéhlten Absténde
zwischen den ausgewahlten Konzentrationen der Monosubstanzen identisch sind. Im Folgenden
wurde die Zellviabilitat in Prozent fur den Kombinationsversuch tabellarisch zusammengestellt
(Tabelle 2). Innerhalb der Darstellung findet sich eine Gegeniiberstellung der Monosubstanzen
und deren kombinatorischer Gabe.

Zellviabilitat in %

Konzentration Konzentration BYL719 in uM
Zelllinien BSK805 in uM 0 1,25 2,5 5
BT-20 0 100,0 52,7 30,2 15,5
1,25 86,1 38,9 20,2 7,7
2,5 78,4 28,9 10,9 4,1
5 68,2 15,9 5,0 1,6
MDA-MB- 0 100,0 91,7 81,4 76,6
436 1,25 75,7 73,9 72,2 68,6
2,5 87,2 79,4 72,9 67,2
5 67,7 62,6 58,0 40,8

Tabelle 2

44



Ergebnisse

Zellviabilitat in %

Zelllinien Konzentration Konzentration BYL719 in uM
BSK805 in uM 0 0,1 0,5 1
ZR-75 0 100,0 92,4 81,6 75,2
1,25 81,9 85,8 74,0 67,4
2,5 75,8 73,7 61,6 55,9
5 58,0 58,9 46,8 40,8
SKBR3 0 100,0 81,3 80,0 64,5
1,25 84,7 77,4 68,2 57,1
2,5 74,5 67,4 56,6 48,2
5 50,0 47,4 38,4 31,6
BT-474 0 100,0 91,7 73,6 61,0
1,25 99,1 92,9 74,5 59,8
2,5 96,0 86,8 73,9 59,8
5 87,1 79,4 67,5 54,9

Tabelle 3
Zellviabilitat in %

Konzentration Konzentration BYL719 in uM
Zelllinien | BSK805 in uM 0 0,1 0,5 1
0 100,0 90,5 94,7 89,1
MDA-MB- 0,1 95,1 90,5 92,7 89,1
231 0,5 91,7 91,5 90,3 89,6
2,5 92,0 88,6 87,1 89,8

Tabelle 4

Tabellen 2-4. Kombinatorischer Effekt auf die Proliferationsinhibition ausgewahlter
Mammakarzinomzelllinien. Unter Verwendung des MTT-Tests ermittelte Zellviabilitaten in % der Zelllinien BT-
20, MDA-MB-436, ZR-75, SKBR3, BT-474 und MDA-MB-231 in Abhéngigkeit der Behandlung mit BSK805,
BYL719 sowie deren Kombination in obenstehend ausgewiesenen Konzentrationen in uM. Der
Behandlungszeitraum der Mammakarzinom-Zellen betrug 4 Tage. Die Standardabweichung liegt fir alle Ergebnisse
unter 10 %.

In Bestatigung der Monosubstanzversuche zeigte die Substanz BYL719 insgesamt eine stérkere
Reduktion der Zellviabilitat als die Substanz BSK805 bei gleicher Konzentration.

AnschlieBend wurden die in Tabelle 2-4 zusammengefassten kombinatorischen Effekte auf die
Proliferationsinhibition der Zelllinien unter Verwendung der Statisik-Software CalcuSyn
quantifiziert. Tabelle 5 gibt einen Uberblick der ermittelten Ergebnisse, wobei die Spalten 2 und
3 die ICso der Mono-Regimes zeigen. Die Spalten 4 und 5 beinhalten die ndherungsweise
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errechneten 1Cso der beiden Monosubstanzen, wenn diese in Kombination eingesetzt werden. Die
Summe der beiden Werte ergibt die 1Cso des Kombinationspréparats.

In den Spalten 6 und 7 sind die entsprechenden Kombinations-Indices (CI-Werte) enthalten. CI-
Werte kleiner Eins <1 entsprechen einem synergistischen, gleich Eins =1 einem additiven und
Cl-Werte grofRer als Eins >1 einem antagonistischen Kombinationseffekt [103].

BSK805 + BYL719

1Cso B.SK805 B-YL719 BSK805 | BYL719
In uM In uM _ _ Clicso Clicoo

in uM in uM
BT-20 13,53 1,34 1,08 1,08 0,88 0,35
MDA-MB-436 208,86 17,12 4,30 4,30 0,27 0,18
ZR-75 7,98 5,99 3,68 0,74 0,59 0,23
SKBR3 5,30 13,11 2,99 0,60 0,61 0,41
BT-474 12,78 1,69 5,88 1,18 1,16 1,25

MDA-MB-231 | 3,32*10° | 7,10*10% | 3,04*10% | 3,04*10% | 9,17*10% | 3,89*10%
Tabelle 5: 1Cso Werte der Zelllinien BT-20, MDA-MB-436, ZR-75, BT-474 und MDA-MB-231 in

Abhangigkeit der Behandlung mit BSK805, BYL719 und deren Kombination. Die zugrundeliegenden Werte
fiir die Berechnung der 1Cso und der Kombinations-Inidces (Clicso und Clicgo) sind den Tabellen 2 - 4 zu entnehmen.

Far die Zelllinie BT-20 lieR sich mit einer ICso = 1,34 uM eine hohe Sensibilitat gegentber der
Behandlung mit BYL719 feststellen. Wohingegen die 1Cso = 13,53 uM bei Gabe von BSK805,
die im MTT-Versuch verabreichte Maximalkonzentration von 5 uM bedeutend (berschritt. Das
Zusammenwirken der Substanzen ergab fur den Clicso = 0,88 einen relativ schwachen
Synergismus. Jedoch zeigte sich bei steigender Konzentration ein dosis-abhéngig zunehmender
Synergismus, betétigt durch einen Clicgo = 0,35. Der 1Cgqo der Kombination betragt 2,47 uM
beider Substanzen. Um eine solche Zellviabilitatsreduktion von 90 % erreichen zu konnen,
waéren in Mono-Regimen vergleichsweise hohe Dosen von 239 uM fir BSK805 und 7,27 uM fur
BYL719 erforderlich. Ein moderates Ansprechen auf die Inkubation mit dem jeweiligen Mono-
Regime stellte sich fur die epitheliale Zelllinie ZR-75 dar. Die Anwendung der kombinierten
Gabe der beiden Substanzen erfuhr eine betrachtliche synergistische Wirkverstarkung. Uberdies
verstarkte sich der synergistische Effekt bei Dosiserhéhung, sichtbar durch eine Anderung des
Clicso = 0,59 auf Clicgo = 0,23.

Ebenso konnte fur die Zelllinie SKBR3 eine synergistische Wirkung der Kombination der
Inhibitoren festgestellt werden, wobei ein Clicso = 0,61 erreicht wurde.

Eine Sensibilitdt gegeniiber der Substanz BYL719 wies die epitheliale Zelllinie BT-474 auf,
wobei sich diese wiederum gegeniiber BSK805 bei Applikation der Maximaldosis von 5 uM mit
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einer Zellviabilitdt von 87 % resistent zeigte. Eine Wirkverstarkung der Kombination der
Inhibitoren blieb aus, ebenso bei Dosiserhéhung. Die alleinige Gabe von 1uM BYL719
verringerte die Zellviabilitat auf 61 %, welche sich bei Hinzugabe von 5 uM BSK805 wiederrum
nur um weitere 6 % minimierte.

Die Zelllinie MDA-MB-231, welche sich bereits resistent gegentiber dem Mono-Regime erwies,
zeigte hinsichtlich einer kombinatorischen Wirkverstarkung keine Veranderung. Kombinations-
Indices weit Uber 1 implizierten die bereits angenommene antagonistische Wirkung.

Zusammenfassend zeigte sich innerhalb der ausgewdhlten Zelllinien fir BT-20, ZR-75 und
SKBR3 ein kombinatorischer Effekt beziiglich der Reduktion der Zellviabilitat. Im Gegensatz
dazu stehen die Zelllinien BT-474 und MDA-MB-231, bei welchen eine Wirkverstarkung der
Monosubstanzen ausblieb.

3.4.2 Zytostatischer und zytotoxischer Effekt der Inhibitorkombination

Im Anschluss an die MTT-Experimente erfolgte die Kontrolle der Zellzahlreduktion unter
Verwendung der Monosubstanzen und der Kombination der Inhibitoren an einer geringeren
Zellzahl. Zu diesem Zwecke wurden Zellen in geringerer Dichte gegentiber den MTT-Versuchen
im Rahmen eines Colony formation assay ausgeséht und Uber 2 Wochen mit den jeweiligen
Substanzen mit einer Konzentration von 2,5 uM inkubiert (Abbildung 10).

BSKS805 2.5 uyM +

Kontrolle BSK80525uM BYL71925uM BYL71925

ZR-T75

Abbildung 10: Koloniebildungsféhigkeit der Zelllinie ZR-75 in Abhéangigkeit der Behandlung mit BSK805,
BYL719 und deren Kombination. Abgebildet ist die Zelllinie ZR-75, wobei oberhalb der Abbildung der
eingesetzte Inhibitor und die jeweilige Konzentrationsgabe angegeben ist. Der Inkubationszeitraum betrug 2
Wochen. Der Versuch wurde im Duplikat durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden fotografisch festgehalten.
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Nach 2-wdchiger Inkubationszeit zeigte sich fur die Zelllinie ZR-75 bei alleiniger Applikation
von BSKB805 eine geringere KolonisationsgroRe im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Dahingegen zeigte sich bei Gabe von BYL719 (und auch bei der Kombination aus BSK805 und
BYL719) neben der Reduktion der KoloniegroRe auch eine reduzierte Koloniezahl. Dieser
Effekt verstarkte sich bei der Kombination von BSK805 und BYL719. Bei kombinierter Gabe
der beiden Substanzen war eine annéhernd vollstandige Wachstumshemmung zuverzeichnen.
Mit den Ergebnissen aus den voherigen Untersuchungen lieBen sich sowohl zytostatische als
auch zytotoxische zu Grunde liegende Mechanismen vermuten, wobei fur BSK805 der
zytostatische und fur BYL719 der zytotoxische vordergriindig von Bedeutung ist.

3.4.3 Einfluss des Zellzyklus

Ebenso wurde der Einfluss der Inhibitoren auf das Expressionslevel der Schlisselproteine des
Zellzyklus untersucht (Abbildung 11).

-- - m-- - ~~~{ Cyclin B1

mme— —moe-

Actin

MDA-MB-436 BT-20 ZR-75

Abbildung 11: Expression von SchlUsselproteinen des Zellzyklus in Abhangigkeit der Behandlung mit
BSK805, BYL719 und deren Kombination. Die Zelllinien wurden mit jeweils 2,5 uM BSK805, 2,5 uM BYL719
bzw. deren Kombination tber einen Zeitraum von 48 h inkubiert, wobei fiir die Quantifizierung probeabhéngiger
Schwankungen als entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping “ Protein Actin diente.

Schlisselproteine des Zellzyklus betreffend induzierte das Mono-Regime BYL719 und dariber
hinaus die kombinierte Gabe eine unterschiedlich ausgepréagte Reduktion des Signals des
zellzyklusregulierenden Proteins Cyclin A. Wohingegen weitere Zellzyklus-Proteine Cyclin B1
und Cyclin E in Abhangigkeit der Behandlung mit BSK805, BYL719 und deren Kombination
keine Veranderungen in ihrer Expression zeigten.

3.4.4 Apoptose-Induktion

Im weiteren Verlauf wurde die Apoptose-Induktion der Monosubstanzen und der Kombination
der Inhibitoren untersucht. Fir die Analyse fand die Methodik des Cell Death Detection
ELISAPLYS Anwendung. Es wurden die Zelllinien BT-20 und ZR-75 mit je 2,5 uM BSK805 und
2,5 UM BYL719 und die entsprechende Kombination tber 4 Tage inkubiert. Nachfolgend wurde
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das Zelllysat analysiert, wobei das Ziel des Versuches in der Erfassung von angereicherten
Nukleosomen als Marker fur Apoptose bestand. Im Vergleich zur Negativkontrolle wurde bei
den ausgewdhlten Zelllinien teilweise bereits bei Monosubstanz-Gabe eine vermehrte
Nukleosomenanreicherung detektiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: DNA-Fragmentierung der Zelllinien ZR-75 und BT-20 in Abhéngigkeit der Behandlung mit
2,5 UM BSK805, 2,5 uM BYL719 und deren Kombination. Nach einem Inkubationszeitraum von 4 Tagen wurde
die Nukleosomenanreicherung unter Verwendung des Cell Death Detection ELISAP-YS ermittelt.

Bei beiden Zelllinien flihrte die Behandlung mit BYL719 zu einer vergleichsweise hoheren
Nukleosomenanreicherung als die Behandlung mit BSK805, sodass es bei der Zelllinie BT-20 zu

49



Ergebnisse

einer Verdreifachung apoptotischer Zellen kam. Bei kombinierter Inkubation der Substanzen
konnte eine grolle Steigerung der Nukleosomenanreicherung erzielt werden. Dies bedeutete fur
die Zelllinie ZR-75 bei Kombination der Inhibitoren eine 18x starkere Anreicherung der
Nukleosomen gegenuber der unbehandelten Kontrolle. Fir die zwei epithelialen Zelllinien BT-
20 und ZR-75 korrelierte die Zellviabilitatsreduktion im Proliferationstest und die
Nukleosomenanreicherung im Cell Death Detection ELISAPLYS,

Eine Induktion der Apoptose, welche sich insbesondere durch die Applikation der
kombinatorischen Gabe der Substanzen im Cell Death Detection ELISAPYS zeigte, wurde nun
mit Hilfe eines Western Blot Gberprift werden.
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Abbildung 13: PARP-Spaltung in Abhéngigkeit der Behandlung mit BSK805, BYL719 und deren
Kombination. Die Zellinien wurden mit jeweils 2,5 uM BSK805, 2,5 uM BYL719 bzw. deren Kombination Uber
einen Zeitraum von 48 h inkubiert, wobei fur die Quantifizierung probeabhéngiger Schwankungen als entsprechende
Ladekontrolle das ,,housekeeping* Protein Actin diente.

Eine Inkubation der Zelllinien MDA-MB-436, BT-20 und ZR-75 mit dem Inhibitor BYL719
konnte eine vermehrte Spaltung der Poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP), ein Apoptose-
Indikator, erfasst werden, welche sich bei Kombination der Inhibitoren noch steigerte.

.
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Abbildung 14: Caspase-3-Spaltung in Abhéangigkeit der Behandlung mit BSK805, BYL719 und deren
Kombination. Die Zellinien wurden mit jeweils 2,5 uM BSK805, 2,5 uM BYL719 bzw. deren Kombination ber
einen Zeitraum von 72 h inkubiert, wobei fur die Quantifizierung probeabhé&ngiger Schwankungen als entsprechende
Ladekontrolle das ,,housekeeping* Protein Actin diente.
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Uberdies zeigte ebenfalls der Apoptose-Mediator Cleaved Caspase-3 bei Zelllinie BT-20 eine
deutliche Zunahme bei Inkubation mit beiden Inhibitoren. Bereits fur das BYL719 Mono-
Regime war eine moderate Verénderung der Signalintensitat sichtbar, die bei Anwendung der
Inhibitoren in Kombination noch deutlicher zum Vorschein kam.

MDA-MB-436 BT-20 ZR-75

Abbildung 15: Expression von BIM und PUMA, Mediatoren der Apoptose-Regulation in Abhangigkeit der
Behandlung mit BSK805, BYL719 und deren Kombination. Die Zellinien wurden mit jeweils 2,5 uM BSK805,
2,5 uM BYL719 bzw. deren Kombination lber einen Zeitraum von 72 h inkubiert, wobei firr die Quantifizierung
probeabhingiger Schwankungen als entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping* Protein Actin diente.

Die Abbildungen 13 und 14 sind eine Bestatigung des Ergebnisses im Cell Death Detection
ELISAPYYS fiir das Vorliegen von Apoptose, insbesondere fiir die Kombination der Inhibitoren.
Als potenzieller Mechanismus der Apoptose wurden die proapoptotischen Proteine BIM und
PUMA untersucht. Sowohl bei alleiniger Behandlung mit BYL719 als auch bei Kombination der
Inhibitoren zeigte sich eine Signalerhohung in den Zelllinien BT-20 und ZR-75.

3.4.5 Veranderungen in der Expression von Proteinen des PI3SK/AKT/mTOR-
Signaltransduktionswegs

Die Expressionslevel verschiedener Proteine des mTOR-Signaltransduktionswegs wurden an den
Zelllinien MDA-MB-436, BT-20 und ZR-75 untersucht. Die Zelllinien zeigten bereits im MTT-
Test einen Kombinationseffekt unter kombinierter Substanzinkubation. Eine Untersuchung
erfolgte mit Hilfe von Western Blot. Im Mittelpunkt der Untersuchung stand das
Phosphorylierungslevel von Schlisselproteinen des mTOR-Signaltransduktionsweg, u.a.
STAT3, AKT und 4EBP1.
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Abbildung 16: Expression von Schlusselproteinen des mTOR-Signaltransduktionswegs in Abhéngigkeit der
Behandlung mit BSK805, BYL719 und deren Kombination. Die Zellinien wurden mit jeweils 2,5 uM BSK805,
2,5 UM BYL719 bzw. deren Kombination tber einen Zeitraum von 48 h inkubiert. Die Detektion erfolgte unter
Zuhilfenahme des Western Blot-Verfahrens. Wobei fur die Quantifizierung probeabhdngiger Schwankungen als
entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping “ Protein Actin diente.

In Kapitel 3.2. wurde bereits eine Aktivierung des PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs
durch BSK805 festgestellt. Dies bestatigte sich in Abbildung 16. Die Proteine P70S6K, AKT
und 4EBP1 zeigten unter Monosubstanz-Gabe von BSK805 eine starkere Phosphorylierung.
Dagegen liel3 sich unter der Gabe von BYL719 bzw. der Kombination der Inhibitoren eine
Dephosphorylierung  von STAT3, P70S6K, AKT und 4EBP1 beobachten. Das
Phosphorylierungsniveau zeigte sich unterhalb des Levels der unbehandelten Kontrolle
(Abbildung 16). Der PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg ist entscheidend fir die
Zellproliferation und die Hemmung von Apoptose. Dadurch ist die inhibierende Wirkung von
BYL719 auf den PIBK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg fur die kombinatorischen Effekte
von BSK805 und BYL719 von Bedeutung.

3.5 Expression von PIM-Kinasen in Mammakarzinomzelllinien

Im Anschluss an die Kombinationsversuche aus BSK805 und BYL719 riickte ein weiterer
Kombinationspartner fir den JAK2-Inhibitor in den Fokus, um den Einfluss weiterer
Signaltransduktionswege zu testen. Dabei handelte es sich um den PIM-Inhibitor LGB321.
Zunéchst erfolgte eine Untersuchung der Expressionslevel mit Hilfe von Western Blot-
Experimenten, um einen Uberblick (iber das VVorhandensein von PIM-Proteinen in mit BSK805
behandelten Zelllinien zu erlangen.
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Abbildung 17: Expression der PIM-Kinasen fur die Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-453 in Abhéngigkeit der
Behandlung mit BSK805. Die Detektion erfolgte mittels Western Blot-Verfahren nach 24 h Inkubation mit
BSK805 in einem Konzentrationsbereich von 1-5uM, wobei fiir die Quantifizierung probeabhangiger
Schwankungen als entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping“ Protein Actin diente.

Die PIM-Kinasen, PIM1, PIM2 und PIM3 waren konstitutiv exprimiert in den Zelllinien MCF-7
und MDA-MB-453 (Abbildung 17). Eine Inkubation mit BSK805, sowie die
Konzentrationssteigerung des Inhibitors auf die Maximalkonzentration von 5 uM flhrte zu
keiner detektierbaren Anderung der Proteinexpression von PIM.

3.6 Proliferationsinhibition der Mammakarzinomzelllinien unter Inkubation
mit PIM-Inhibitor LGB321

Fur einen weiteren MTT-Versuch wurde der PIM-Inhibitor LGB321 als mdglicher
Kombinationspartner von BSK805 ausgewéhlt und seine Wirkung auf verschiedene
Mammakarzinomzelllinien untersucht (Abbildung 18).
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Abbildung 18: LGB321 bedingte Proliferationsinhibition ausgewahlter Mammakarzinomzelllinien.
Ermittlung der Zellviabilitdten in % unter Verwendung des MTT-Tests nach 4-tdgiger Inkubation mit PIM-Inhibitor
LGB321 in steigender Konzentration von 0,625 pM -5 pM.

Es zeigten sich im MTT-Monosubstanzversuch nur geringgradige Effekte des PIM-Inhibitors auf
die Zellviabilitdt im WVergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Lediglich bei einer
Inhibitorkonzentration von 5 uM konnte fir die Zelllinie MDA-MB-453 eine Reduktion der
Zellviabilitat auf 42 % und fur T47D und SKBR3 eine Reduktion der Zellviabilitat auf 33 %
beobachtet werden.
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3.7 Kombination von JAK2-Inhibitor BSK805 und PIM-Inhibitor LGB321

3.7.1 Synergistischer Effekt auf die Proliferationsinhibition der
Mammakarzinomzelllinien

Zur Begutachtung denkbarer synergistischer Effekte folgte auch an dieser Stelle eine
Kombinationsinkubation aus dem JAK2-Inhibitor BSK805 und dem PIM-Inhibitor LGB321. Fur
die Detektion eines moglichen Einflusses der kombinierten Inhibitioren wurde ein MTT-
Kombinationsversuch verwendet.

Zellviabilitat in %
Konzentration Konzentration LGB 321 in pM
Zelllinien BSK805 in uM 0 1,25 2,5 5
0 100,0 80,9 79,1 65,5
1,25 82,7 74,5 65,5 49,1
MCF-7
2,5 68,2 59,1 51,8 39,1
5 43,6 34,5 29,1 20,0
0 100,0 91,1 94,4 82,2
1,25 86,7 82,2 80,0 74,4
MDA-MB-436
2,5 77,8 74,4 71,1 66,7
5 57,8 58,9 55,6 47,8
0 100,0 98,2 94,9 78,6
1,25 93,6 89,3 87,8 76,6
SKBR3
2,5 89,6 84,9 80,9 60,9
5 60,4 29,9 19,8 6,2
0 100,0 87,1 79,8 75,8
1,25 90,7 84,1 81,8 78,1
BT-474
2,5 83,1 67,2 55,0 50,0
5 67,2 30,1 19,5 9,3
0 100,0 71,6 64,7 57,4
1,25 89,7 65,0 61,6 441
T47D
2,5 74,9 59,2 51,4 31,7
5 56,2 40,5 27,2 18,1

Tabelle 6: Kombinatorischer Effekt auf die Proliferationsinhibition ausgewéhlter Mammakarzinomzelllinien.
Unter Verwendung des MTT-Tests ermittelte Zellviabilitaten in % der Zelllinien MCF-7, MDA-MB-436, SKBR3,
BT-474 und T47D in Abhéngigkeit der Behandlung mit BSK805, LGB321 sowie deren Kombination in
obenstehend ausgewiesenen Konzentrationen in uM. Der Behandlungszeitraum der Mammakarzinomzellen betrug 4
Tage. Die Standardabweichung liegt fiir alle Ergebnisse unter 10%.
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Alle ausgewahlten Zelllinien reagierten, wie bereits im Monosubstanzversuch moderat auf die
Inkubation mit dem Inhibitor BSK805 und zeigten eine Reduktion der Zellzahl von bis zu 50 %.
Demgegenuber zeigte LGB321 eine geringfligige Reduktion der Zellzahl von bis zu 30 %. Die
Kombination der Inhibitoren erzielte einen synergistischen Effekt. So fiihrte die Inkubation mit
der Hochstkonzentration von jeweils 5 uM bei den Zelllinien BT-474 und SKBR3 zu einer
Reduktion der Zellzahl von tber 90 %. Die Daten wurden anschlieBend mit Hilfe der Software
CalcuSyn ausgewertet um ICso, Clicso und Cliceo zu bestimmen (Tabelle 7).

BSK805 + LGB321
ICes BSK805 | LGB321 caens | Lenial
(M) (UM) Clicso Cliceo
(HM) (HM)

MCF-7 4,23 17,7 2,40 2,40 0,70 0,38
MDA-MB-436 6,93 121,77 4,88 4,88 0,74 0,66
SKBR3 7,31 10,20 2,71 2,71 0,64 0,34
BT-474 9,72 36,18 2,38 2,38 0,31 0,08
T47D 5,82 9,62 2,08 2,08 0,57 031

Tabelle 7: 1Cso Werte der Zelllinien MCF-7, MDA-MB-436, SKBR3, BT-474 und T47D in Abhéngigkeit der
Behandlung mit BSK805, LGB321 und deren Kombination. Die zugrundeliegenden Werte flr die Berechnung
der 1Csp und der Kombinations-Inidces (Clicso und Clicgo) sind der Tabelle 6 zu entnehmen.

Die ICso fur LGB321 lag fur alle Zelllinien jenseits der maximal verabreichten Konzentration
von 5 uM. Dies galt mit Ausnahme von MCF-7 mit einer ICso von 4,23 uM ebenso fiir die
Monosubstanz BSK805. Die Kombination der beiden Substanzen zeigte bei allen Zelllinien
einen moderaten bis starken Synergismus. Dieser verstarkte sich bei zunehmender
Konzentrationssteigerung. Zur Erlangung der ICso fur die Kombination der Inhibitoren lage die
Konzentration je Monosubstanz weniger als 5 uM. Insbesondere sprachen die Zelllinien BT-474
und T47D, bei denen durch die Monosubstanz-Gabe allenfalls geringe Viabilitdtsminderungen
erreicht wurden, auf die Verabreichung der kombinierten Gabe in beachtenswertem Malie an.
Dies spiegelte sich fir BT-474 in einer 1Cso = 2,38 UM fiir die Kombination der Inhibitoren und
fur T47D mit 2,08 uM wider. Dieser synergistische Effekt driickte sich ebenfalls im Clicso der
Behandlung mit BSK805 und LGB321 (0,31 und 0,57) aus.

Um die Ergebnisse des MTT-Versuches in einem weiteren Experiment zu priifen, wurden einige
Mammakarzinomzellen in Multiwell-Zellkulturplatten ausgesaht und mit den Monosubstanzen
BSK805 und LGB231 und einer Kombination der beiden Inhibitoren behandelt. Der
Inkubationszeitraum betrug 4 Tage, wobei fir das Experiment eine relativ hohe
Inhibitorkonzentration von je 5 uM zum Einsatz kam. Nach abgeschlossener Inkubationszeit
wurden die absoluten Zellzahlen mit Hilfe der Trypanblaufarbung und einer Neubauer
Zahlkammer ermittelt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Reduktion der absoluten Zellzahl in Abh&ngigkeit der Behandlung mit BSK805, LGB321 und
deren Kombination. Die Inkubation der Zellen erfolgte tber einen Zeitraum von 4 Tagen nach Inkubation von je
5 UM der jeweiligen Testsubstanz.

Fur die ausgewéhlten Zelllinien MDA-MB-436, MCF-7 und SKBR3 konnte eine Reduktion der
Zellzahlen unter Behandlung mit den jeweiligen Substanzen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle erfasst werden. Dabei fand sich die grofitmoglich erreichbare Reduktion der Zellzahl
bei Inkubation der Kombination der beiden Inhibitoren. So bedeutete dies fiir die Zelllinie
SKBR3 eine Abnahme der Zellzahl um das sechsfache von der unbehandelten Kontrollprobe im
Vergleich zur kombinationsbehandelten Probe. Dabei konnten die Ergebnisse des
vorausgehenden MTT-Tests bestétigt werden.
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3.7.2  Zytostatischer und Zytotoxischer Effekt der Inhibitorkombination

Im Anschluss an MTT-Test und Zellzdhlversuch erfolgte die Kontrolle der Zellzahlreduktion
unter Verwendung der Monosubstanzen und der Kombination der Inhibitoren im Colony
formation Assay. Zu diesem Zwecke wurden Zellen ausgesaht und tber 2 Wochen mit den
jeweiligen Substanzen in relativ geringer Konzentration 1-2,5 uM inkubiert. Zu untersuchen war
eine Veranderung der Koloniezahl bzw. KoloniegroRe.
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Abbildung 20
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Abbildung 21
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Abbildung 20-22: Koloniebildungsfahigkeit der Zelllinien MCF-7, SKBR3 und BT-474 in Abhangigkeit der
Behandlung mit BSK805, LGB321 und deren Kombination. Abgebildet sind die Zelllinien MCF-7, SKBR3 und
BT-474, wobei oberhalb der Abbildung Medikament und jeweilige Konzentrationsgabe deklariert ist. Der
Inkubationszeitraum betrug 2 Wochen. Der Versuch wurde im Duplikat durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden
fotografisch festgehalten

Nach 2 Wochen zeigte sich insbesondere bei der Kombination der Inhbitoren eine deutliche
Minimierung der Koloniezahl bzw. der KoloniegroRe und -dichte. Bei den Zelllinien SKBR3
und BT-474 konnte bei Anwendung der Kombination der Inhibitoren ein annédhernd
vollstandiger Wachstumsarrest verzeichnet werden.

3.7.3 Einfluss des Zellzyklus

Im Anschluss folgte eine Untersuchung der Expressionslevel von Schlisselproteinen des
Zellzyklus im Western Blot.
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Abbildung 23: Expression von Schlisselproteinen des Zellzyklus in Abh&ngigkeit der Behandlung mit
BSK805, LGB321 und deren Kombination. Die Zellinien wurden mit jeweils 2,5 uM BSK805, 2,5 uM LGB321
bzw. deren Kombination ber einen Zeitraum von 48 h inkubiert, wobei fur die Quantifizierung probeabhéngiger
Schwankungen als entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping “ Protein Actin diente.

Bei Testung der Inhibitorkombination BSK805 und LGB321 zeigten sich keine bis geringflgige
Veranderungen in der Expression der Proteine des Zellzyklus (Abbildung 23). Allerdings kam es
bei Detektion des Zellzyklusproteins Cyclin A zu einer Intensitatsreduktion der Signalbande bei

Kombination der Inhibitoren fiir die Zelllinien MCF-7, BT-474 und MDA-MB-436.

3.7.4 Apoptose-Induktion

Dariiber hinaus wurden moégliche Apoptose-Vorgange mit Hilfe der Methodik des Cell Death
Detection ELISAP'YS analysiert. Die Abbildung 24 stellt die normierte relative
Nukleosomenanreicherung der Zelllinien SKBR3 und BT-474 in Abhéangigkeit der Behandlung
mit 2,5 uM BSK805, 2,5 uM LGB321 und deren Kombination dar.
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Abbildung 24: Normierte relative Nukleosomenanreicherung der Zelllinien SKBR3 und BT-474 in
Abhéngigkeit der Behandlung mit 2,5 uM BSK805, 2,5 UM LGB321 und deren Kombination. Nach einem
Inkubationszeitraum von 4 Tagen wurde die Nukleosomenanreicherung unter Verwendung des Cell Death Detection
ELISAPLYS ermittelt.

Bei Monosubstanz-Gabe zeigte sich bei den hierfir ausgewahlten Zelllinien keine Zunahme der
Nukleosomenanreicherung. Ausgenommen davon war eine minimale Steigerung der
Nukleosomenanreicherung bei SKBR3 bei der Gabe von LGB321. Indessen zeigte sich bei
Kombination der Inhibitoren BSK805 und LGB321 eine starke Steigerung der Anzahl der
angereicherten Nukleosomen. Insbesondere lieR sich dies fur die Zelllinie BT-474 mit einer 60x

starkeren Anreicherung der Nukleosomen bei Kombination der Inhibitoren gegeniber der
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Kontrolle beobachten. Uberdies lieR sich fiir die Kombination der Inhibitoren eine Korrelation
zwischen ermittelter Reduktion der Zellviabiliat im MTT-Test und vermehrter
Nukleosomenanreicherung im Cell Death Detection ELISAPLYS feststellen.

Die im Cell Death Detection ELISAP-YS gewonnen Erkenntnisse zur Apoptose-Induktion sollten
mittels Western Blot mit einer weiteren Methodik verifiziert werden (Abbildung 25).

Caspase 3

Cleaved
Caspase 3

i p-BAD
——— - -.-- .'-- BelxL

Abbildung 25: Expression von Mediatoren der Apoptose-Regulation fur die Zelllinie BT-474 in Abhangigkeit
der Behandlung mit BSK805, LGB321 und deren Kombination. Die Zellinien wurden mit jeweils 5 pM
BSK805, 5 uM LGB321 bzw. deren Kombination Uber einen Zeitraum von 24, 48 und 72 h inkubiert, wobei fir die
Quantifizierung probeabhingiger Schwankungen als entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping *“ Protein Actin
diente.

24h

Dafur wurde die Hormonrezeptor-positive Zelllinie BT-474 herangezogen, welche mit den
Monosubstanzen BSK805 und LGB321 und deren Kombination fur einen Zeitraum von 24, 48
und 72 h inkubiert wurde. Zunédchst war das Apoptose-Protein Cleaved Caspase-3 Gegenstand
der Untersuchungen, wobei sich bei Inkubation mit der Kombination der Inhibitoren BSK805
und LGB321 eine vermehrte Aktivierung und Caspasen-Spaltung nach einem
Inkubationszeitraum von 48 und 72 h zeigte. Dagegen blieb eine Caspasen-Spaltung bei kiirzerer
Inkubationszeit von 24 h aus und die Signalintensitat der Proteinbanden erwies sich als
unverdndert. Ein weiterer Apoptose-Mediator PARP konnte mit Hilfe der Western Blot-Analyse
erfasst werden. In diesem Fall konnte ein Anstieg jenes PARP Spaltproduktes bei kombinierter
Gabe der Monosubstanzen festgestellt werden. Bereits nach kurzer Inkubationszeit von 24 h fiel
bei Kombination der Inhibitoren eine vermehrte Spaltung von PARP auf, wobei sich diese bei
zunehmender Inkubationszeit steigerte. Eine Dephosphorylierung von p-BAD lieR sich bei
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Inkubation mit LGB321 und verstarkt bei Kombination der Inhibitoren darstellen. Bel-xI und
PUMA, weitere Apoptose-Proteine, zeigten keine nennenswerten Anderungen der Expression
ihrer Proteinbanden in Abhéngigkeit der Behandlung mit BSK805, LGB321 und deren
Kombination. Eine Variation des Inkubationszeitraumes hatte zudem keinen Einfluss auf die
Expression.

3.7.5 Fehlende Hemmung des PIBK/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs

Um die in den vorausgegangenen Experimenten erfassten synergistischen Effekte der
Kombinationsinkubation aus BSK805 und LGB321 zu analysieren, erfolgte die Durchfiihrung
von weiteren Western Blot-Versuchen. Dabei stand die Ermittlung mdglicher Verdnderungen in
der Expression von Proteinen des PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs im Vordergrund
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Expression von Schlusselproteinen des mTOR-Signaltransduktionswegs in Abhéngigkeit der
Behandlung mit BSK805, LGB321 und deren Kombination. Die Zellinien wurden mit jeweils 2,5 uM BSK805,
2,5 UM LGB321 bzw. deren Kombination Uber einen Zeitraum von 48 h (72 h) inkubiert. Die Detektion erfolgte
unter Zuhilfenahme des Western Blot-Verfahrens, wobei fiir die Quantifizierung probeabhangiger Schwankungen
als entsprechende Ladekontrolle das ,,housekeeping* Protein Actin diente.

AKT zeigte eine Abnahme der Proteinbande bei Kombination der Inhibitoren im Vergleich zur
Monoinkubation bzw. zur Kontrollgruppe bei den Zelllinien MCF-7, BT-474, SKBR3. P70S6K
zeigte fur BSK805 einen Anstieg der Phosphorylierung. 4EBP1 erfuhr eine Signalintensivierung
unter Inkubation mit BSK805. Die Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg
durch BSK805 wurde durch die Zugabe von LGB321 nur unwesentlich verandert. Dies fuhrte
zur Schlussfolgerung, dass die kombinatorische Wirkverstarkung von BSK805 und LGB321
unabhédngig vom mTOR-Signaltransduktionsweg sei und andere Mechanismen der

Proliferationsinhibition zu Grunde lagen.
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4 Diskussion

Die nachweislich hohe Zahl an Mammakarzinom-Neuerkrankungen pro Jahr ist wesentlich fur
das umfangreiche Interesse und den Forschungsbedarf hinsichtlich neuer Therapieansétze. Fur
die hohe Studiendichte spielen zudem Resistenzmechanismen der aktuell eingesetzten
Standardtherapeutika  eine  Rolle.  Neben  klassischen = Chemotherapeutika  und
Hormontherapeutika riicken zielgerichtete Therapien in den Fokus. Ansatzpunkt fur den Einsatz
letzterer ist die Uberaktivierung von Signaltransduktionswegen in Mammakarzinomzellen.

4.1 JAK/STAT-Aktivierung in Mammakarzinomzelllinien

Der JAK/STAT-Signaltransduktionsweg ist beim Mammakarzinom Uberaktiviert. Dies spiegelt
sich u.a. in einer konstitutiven Aktivierung von STAT3 bei 50-60 % der Mammakarzinome
wider [104]. STATS3 steht in Assoziation zur Proliferation tumordser Zellen und Metastasierung
(1.2.1) [105].

In dieser Arbeit wurde am in-vitro Modell des Mammakarzinoms versucht, die Aktivierung des
JAK/STAT-Signaltransduktionswegs durch den Einsatz von zwei zielgerichteten Substanzen,
INK424 (pan-JAK-Inhibitor) und BSK805 (JAK2-Inhbitor) zu inhibieren.

In der Western Blot-Analyse zeigte sich fir alle ausgewahlten Mammakarzinomzelllinien eine
konstitutive Aktivierung von JAK2/STAT3. Dies spiegelte sich in der Phosphorylierung der
Schlisselproteine JAK2 und STAT3 wider. Unter Inkubation mit BSK805 liel} sich fur die
Zelllinien MCF7 und MDA-MB-453 eine Dephosphorylierung von STAT3 erkennen (Abbildung
8). Dies filihrte zur Bestatigung, dass BSK805 einen inhibierenden Einfluss auf JAK2 ausibt.
Diese Veranderungen im Phosphorylierungsgrad von STAT3 konnten bereits Kim et al. (2019)
feststellen [50].

Im MTT-Test zeigten sich die Mammakarzinomzelllinien nicht sensibel gegeniiber INK424.
Eine Reduktion der Zellviabilitit unter 50 % gelang auch bei Inkubation mit der
Hochstkonzentration von 5 pM nicht. Die Beobachtung der fehlenden Proliferationsinhibition
bei Inkubation mit INK424 decken sich mit den Erkenntnissen der Studie von Balko et al. (2016)
[51]. Diese stellten die fehlende Sensibilitit von INK424 fur Mammakarzinom-
Tumorzellverbdnde mit JAK2-Amplifikation fest und argumentierten, dass die fehlende
Wirksamkeit gegeniiber JAK2 und STATG6 eine Erklarung liefert [51].

Fir BSK805 konnte innerhalb der Zelllinien eine moderate Proliferationsinhibition festgestellt
werden (Abbildung 7). Insbesondere bei Erhdhung der Inhibitorkonzentration auf 5 uM zeigte
die epitheliale Zelllinie SKBR3 eine deutliche Proliferationsinhibition mit einer Zellviabilitat
von 6,98 %. Ebenso untersuchten Balko et al. (2016) die Wirksamkeit von BSK805 auf
Tumorzellverbénde [51]. Sie konnten zeigen, dass BSK805, das Tumorwachstum signifikant
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reduziert, sowohl bei Einzelgabe als auch in Kombination mit dem Chemotherapeutikum
Paclitaxel [51].

Insgesamt zeichnete sich eine erhdhte Sensitivitait HER2/neu-uberexprimierender Zelllinien im
Vergleich zu HER2/neu-negativen Zelllinien ab. Es besteht ein Zusammenhang zwischen HER?2
und dem JAK/STAT-Signaltransduktionsweg, wobei HER2 durch Bildung eines Heterodimers
mit HER4 die Tyrosinkinase Src anregt, wodurch es zur Aktivierung des JAK/STAT5-
Signaltransduktionswege kommt [106]. AuBerdem besteht die Moglichkeit der Phosphorylierung
und Translokation von STAT3 in den Zellkern durch HER2 [107].

Zusammenfassend reichte eine alleinige Inhibition des JAK/STAT-Signaltransduktionswegs
mittels einer zielgerichteten Substanz fur eine wirksame Proliferationsinhibition der
Tumorzellverbénde nicht aus.

4.2 Kombination der Inhibitoren BSK805 und BYL719

Bogani et al. (2013) stellten fest, dass sich bei myeloproliferativen Neoplasien die
PIBK/AKT/mTOR- und JAK/STAT-Signaltransduktionswege gegenseitig beeinflussen [108].
Bei Kombination eines mTOR- und eines JAK2-Inhibitors konnte eine signifikante
synergistische Wirkung auf die Proliferationsinhibition der Zellen nachgewiesen werden [108].
Ebenso zeigten Britschgi et al. (2012) an triple-negativen Mammakarzinomzellen bei
kombinierter Inhibition der Signaltransduktionswege ein reduziertes Tumorwachstum [109].

Mdoglicherweise kann der aktivierte PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg die JAK/STAT-
Inhibition kompensieren. Daher erfolgte der Versuch einer kombinierten Inhibition mit BSK805
und BYL-719 (PI13K-Inhibitor), wobei u.a. Experimente zur Zellviabilitdt und zur Apoptose
durchgefuhrt wurden.

In der Western Blot-Analyse zeigte sich bei Inkubation mit BSK805 eine Feedback-Aktivierung
des PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg. Diese Aktivierung konnte eine mogliche
Erklarung fir die moderaten Effekte der Proliferationsinhibition durch BSK805 im MTT-Test
liefern.

Im MTT-Test konnte bei Kombinationsinkubation von BSK805 mit BYL719 eine synergistische
Proliferationsinhibition bei nahezu allen untersuchten Zelllinien erzielt werden (Tabelle 2-4).
Quantifiziert wurde die synergistische Wirkung der Kombinationstherapie mit Hilfe von ClI-
Werten nach Chou und Talalay (Tabelle 5) [110]. Die Zelllinie MDA-MB-231 zeigte im
Gegensatz zu den ubrigen Zelllinien nur ein geringes Ansprechen auf die kombinierten
Inhibitoren. Urséchlich hierfur konnte eine KRAS-Mutation der Zelllinie sein, welche bei den
ubrigen Zelllinien nicht vorhanden ist [111]. Beispielsweise stellten Patra et al. (2017) fest, dass
die Zelllinie MDA-MB-231 sich resistent gegenlber Trastuzumab présentierte, wobei die KRAS
mutierte Zelllinie die hochste Proliferationsrate zeigte [112]. Des Weiteren wies diese Zelllinie
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keine PIK3CA-Mutation auf, so dass der PIBK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg fir die
Prolifertaion dieser Zellen von minderer Bedeutung war und analog seine Inhibition weniger
Effekte erzielte.

Mit Hilfe des MTT-Tests konnte die synergistische Wirksamkeit der Inhibitoren festgestellt
werden, allerdings ohne Kenntnis (ber die zugrundeliegende Atiologie der
Proliferationsinhibition. Infolgedessen folgten Versuche zur Detektion mdglicher Ursachen.
Denkbare Griinde fir den Synergismus der Kombination der Inhibitoren sind Veranderungen im
Zellzyklus, Apoptose-Prozesse, sowie die Dysregulation von Signaltransduktionswegen.

4.2.1 Veranderungen im Zellzyklus als Erklarungsansatz fur die Proliferationsinhibition

Um einen moglichen Einfluss des Zellzyklus auf die Proliferationsinhibition zu konstatieren,
erfolgte die Betrachtung von Schlisselproteinen des Zellzyklus im Western Blot. Dabei fiel bei
Detektion von Cyclin A eine Verminderung der Proteinexpression bei Kombination der
Inhibitoren auf. Cyclin A reguliert an verschiedenen Stellen den Zellzyklus tber Interaktion mit
cyclin-dependent kinase (CDK) [113]. CDK sind inaktive Serin/Threonin-Kinasen, welche erst
in Verbindung mit spezifischen Cyclinen aktiviert werden. Cyclin A interagiert sowohl mit
CDK2 als auch mit CDC2 (CDKZ1) innerhalb des Zellzyklus [114]. Dabei besteht eine
Aktivierung von Cyclin A/ CDK2 firr den Ubergang von der G1- zur S-Phase [115]. Der
Komplex aus Cyclin A/ CDC2 ist in der S-Phase und dem Ubergang von der G2/M-Phase aktiv
[116]. Veranderungen von Cyclinen spielen eine entscheidende Rolle fur die Tumorprogression,
wobei insbesondere eine Uberexpression von Cyclin A mit einer schlechten Prognose verbunden
ist [117].

Die Proteinkinase AKT kann den Komplex aus CDK2 und Cyclin A phosphorylieren, wobei dies
zur Progression des Zellzyklus fihrt [118]. Dieser von Maddika et al. (2008) beschriebene
Prozess kdnnte moglicherweise ein Erklarungsansatz fur die Dephosphorylierung von Cyclin A
und der damit verbundene Zellzyklusarrest unter Kombination der Inhibitoren sein [118].

Weitere Mediatoren des Zellzyklus Cyclin B1 und Cyclin E blieben im Rahmen dieser Arbeit in
ihrem Phosphorylierungsstatus unveréndert. Cyclin B1 ist ein wesentliches Protein der M-Phase,
wobei es schon in der spaten S-Phase aktiviert wird und einen Komplex mit CDK1 bildet [119]
[120]. Das Zellzyklusprotein Cyclin E ist zundchst in der G1-Phase aktiv und nach Bindung an
CDK2 mitbeteiligt an dem Ubergang der G1- in die S-Phase [121].

Die ausbleibende Veranderung des Phosphorylierungsstatus der Cycline B und E bei
Inhibitorkombination konnte einen Hinweis darauf geben, dass diese keine Wirkung auf die
fruhe G1-Phase bzw. M-Phase hat. Die Veranderung von Cyclin A und der ausbleibende
Einfluss auf die Cycline B und E deuten darauf hin, dass die Inhibitorkombination einen
Zellzyklusarrest nur an der Stelle im Zellzyklus verursacht, an der es zu einer Interaktion mit
Cyclin A kommt (Abbildung 11).
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4.2.2 Apoptose eine mogliche Erlauterung fur die Proliferationsinhibition

Im Cell Death Detection ELISAPYYS, ein Verfahren zur Apoptose-Messung, fiihrte die
Kombinationsinkubation von BSK805 und BYL719 bei den Zelllinien ZR-75 und BT-20 zu
einer verstarkten Nukleosomenanreicherung, ein Indikator fir Apoptose.

Western Blot-Experimente folgten zur Uberpriifung dieses Ergebnisses und konnten Apoptose-
Vorgange nachweisen. Es zeigte sich eine Aktivierung und vermehrte Spaltung von Caspase-3
und PARP bei kombinierter Inhibitor-Gabe im Vergleich zur Gabe der Einzelsubstanzen
(Abbildungen 13 und 14). Britschgi et al. (2012) konnten ebenso bei kombinierter Inhibition der
PIBK/AKT/mTOR- und JAK/STAT-Signaltransduktionswege eine vermehrte PARP-Spaltung
feststellen [109]. Zusétzlich liel? sich ein Anstieg von BIM bei Kombinationsinhibition erkennen,
welcher auch in dieser Arbeit bei Kombination von BSK805 und BYL719 deutlich zu erkennen
war [109]. BIM ist ein Mitglied der BCL-2 Familie und Ubernimmt eine proapoptotische
Funktion, indem es zur Oligomerisierung von BAX und BAK und schliel3lich zur Freisetzung
von Cytochrom C fihrt [122] [123].

4.2.3 Dysregulation im Signaltransduktionsweg

Die im Abschnitt 4.2 beschriebene Feedback-Aktivierung des PISK/AKT/mTOR-
Signaltransduktionsweg durch BSK805 konnte durch Zugabe von BYL719 inhibiert werden.
Dies verdeutlichte sich im Western Blot-Experiment, wobei sich AKT unter BSKB805
phosphoryliert darstellte und bei Kombination dephosphoryliert. Ebenso zeigte sich die
Aktivierung des PIBK/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs durch BSK805 in einer verstarkten
Phosphorylierung von P70S6K und 4EBP1. Bei kombinierter Inhibition stellten sich P70S6K
und 4EBP1 dephosphoryliert dar.

AbschlieBend konnte gezeigt werden, dass die Feedback-Aktivierung durch BSK805 die
Wirksamkeit von BSK805 auf Mammakarzinomzellen einschrénkt. Die zusatzliche Applikation
von BYL719 hebt die Feedback-Aktivierung auf, wodurch es zu einer erhdhten Sensibilitat der
Mammakarzinomzellen gegeniiber der JAK2-Hemmung durch BSK805 kommit.

4.3 Kombination der Inhibitoren BSK805 und LGB321

Es ist bekannt, dass PIM-Kinasen beim Mammakarzinom uberexprimiert sind und eine
entscheidende Rolle fur das Tumorwachstum spielen [85]. PIM1 hat eine Wirkung auf Prozesse
der  Zellproliferation, -migration und Apoptose (1.2.5) [84]. Der JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg ist Gber die Aktivierung von PIM1 Uber STAT3 und STAT5 fir die
Expression der PIM-Kinasen verantwortlich [124]. Gao et al. (2019) stellten die Aktivierung von
PIM1 Uber IL6/STAT3 fest und die Bedeutung fir die epitheliale-mesenchymale Transition
[125]. Obgleich PIM1 ein Target von JAK/STAT ist, konnte in der Untersuchung der
Expressionslevel im Western Blot dieser Arbeit, BSK805 keine Verénderung in der Expression
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der PIM-Proteine auslosen. Daher ergab sich die Frage nach weiteren beteiligten Mediatoren zur
Kontrolle der Expression von PIM-Proteinen beim Mammakarzinom. Neben der Aktivierung
von PIM1 uber den klassischen JAK/STAT-Signaltransduktionsweg sind madglicherweise
weitere Signaltransduktionswege wichtig. In der Literatur ist die Aktivierung von PIM1 via NF-
kB-Signaltransduktionsweg fir B-Lymphozyten bekannt [126]. Dabei steht zu Beginn der
Kaskade CD40, ein Rezeptor der TNFR-Familie welcher Gber NF-kB eine Erh6hung der PIM1-
Expression bewirkt [126]. Ebenfalls ware die Aktivierung von PIM1 (ber den NF-kB-
Signaltransduktionsweg beim Mammakarzinom denkbar [127]. In Anwesenheit von TNF-a
katalysiert PIM1 die Phosphorylierung der NF-xB Untereinheit RelA/p65 am S276, dadurch
wird eine Ubiquitinierung und Proteolyse via SOCS1 unterbunden [128].

Die fehlende Inhibierung von PIM durch BSK805 konnte eine mogliche Erklarung fir die
bedingte Wirksamkeit von BSK805 als Monosubstanz sein (Abbildung 17).

Vor diesem Hintergrund erfolgte die Gabe einer Kombination der Inhibitoren BSK805 und PIM-
Inhibitor LGB321. Unter kombinierter Gabe der Inhibitoren zeigte sich ein synergistischer
Effekt auf die Proliferationsinhibition im MTT-Test (Tabelle 6). Es stellte sich unter
Kombinationsinkubation eine deutliche Reduktion der Zellviabilitat fir die Zelllinien BT-474
und SKBR3 heraus. Bei Kombination der Hochstkonzentration aus je 5 uM BSK805 und
LGB321 wurde eine Reduktion der Zellviabilitat von 90,7 % fir die Zelllinie BT-474 und
93,8 % fir die Zelllinie SKBR3 erreicht.

4.3.1 Modifizierter Zellzyklus infolge der Kombination der Inhibitoren

Um die Atiologie der Kombinationswirkung zu detektieren, folgten Western Blot-Versuche zur
Analyse des Zellzyklus. Mit Ausnahme von Cyclin A lieBen sich bei den blichen anderen
Schlisselproteinen des Zellzyklus, wie Cyclin D und E keine Veranderungen in der Expression
feststellen. Bei Cyclin A zeigte sich eine Signalabschwéchung bei kombinierter Substanz-Gabe.
PIM-Kinasen haben wu.a. einen Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus Uber die
Phosphorylierung von CDC25A [129]. Wiederum gelingt CDC25A die Phosphorylierung von
Cyclin A wéhrend der G2-Phase des Zellzyklus [130]. Dies konnte die Signalreduktion von
Cyclin A unter Kombinations-Gabe erklaren.

4.3.2 Apoptose-Induktion

Veranderungen im Zellzyklus konnten keine vollstandige Begrindung fir die beobachtete
Proliferationsinhibition liefern, weshalb auch die Induktion von apoptotischen \Vorgéngen
getestet wurde. Die Methodik des Cell Detection ELISAP-YS eignete sich zur Detektion
apoptotischer VVorgange. Fir die Zelllinien SKBR3 und BT-474 lieR sich gegensatzlich zur
Kontrolle und Monoinhibitor-Inkubation eine Mehranreicherung von Nukleosomen im
Zytoplasma feststellen (Abbildung 24).
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Im Western Blot-Experiment konnte fir die Zelllinie BT-474 die Existenz apoptotischer
Vorgange bestétigt werden, wobei insbesondere bei langerem Inkubationszeitraum von 48-72 h
eine vermehrte Aktivierung und Spaltung der Proteine Caspase-3 und PARP bei Kombination
der Inhibitoren zu verzeichnen war (Abbildung 25). P-BAD, ein Indikator fir PIM-Aktivitaten
kénnte die Erklarung fur das Vorhandensein von Apoptose bei Kombination der Inhibitoren
liefern. P-BAD zeigte sich bei Kombination der Inhibitoren verstarkt dephosphoryliert
(Abbildung 25). Daruber hinaus erfuhr dies eine Verstarkung in Abhéangigkeit vom
Inkubationszeitraum, weshalb der Inkubationszeitraum als ein einflussreicher Faktor ausgemacht
werden konnte. Die Verringerung der Signalstarke des phosphorylierten BAD Proteins bestétigte
die Annahme von Aho et al. (2004), dass die PIM1-Kinase BAD phosphoryliert, wobei dies bei
Inhibition der Kinase ausbleibt [131]. Im dephosphorylierten Zustand fuhrt BAD zur
Aktivierung apoptotischer Prozesse. Die Phosphorylierung von BAD ist ebenso Bestandteil der
Signaltransduktionskaskade unterhalb von JAK2, wobei jene Involvierung beider Targets in die
Regulation des Phosphorylierungsstatus von BAD eine schliissige Erklarung fir die apoptotische
Verstarkung der Kombination der Inhibitoren liefert. Mazzacurati et al. (2015) sahen die
Phosphorylierung von BAD durch AKT und ERK als Erklarung fir die verhaltnisméaRig
geringere Auswirkung des PIM-Inhibitors als Mono-Regime auf die Phosphorylierung von BAD
[132].

4.3.3 Unabhangigkeit vom PI3K/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg

Neben Zellzyklus und Apoptose wurde ebenso die Untersuchung des Einflusses von PIM-
Inhibitor auf Veranderung des PIBK/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs angeschlossen. Die
Zelllinien MCF-7, BT-474 und SKBR3 zeigten bei Zugabe von LGB321 nur eine geringfiigige
Abschwachung der Signalstarke von Proteinen der mTOR-Signaltransduktionskaskade, welche
durch BSK805 aktiviert wurden. Daraus folgte die Annahme, dass die ermittelten
synergistischen Effekte der Kombination der Inhibitoren unabhdngig vom mTOR-
Signaltransduktionsweg seien.

4.4 Auswirkungen auf Mammakarzinom-Stammzellen

Es besteht die Vermutung, dass sich Tumorzellen in Tumorstammzellen umwandeln und trotz
Apoptose-Induktion dem programmierten Zelltod zu entgehen [133] [134]. Tumorstammzellen
erneuern sich selbst und zeigen sich u.a. durch spezifische DNA-Reparatur-Mechanismen und
der Expression von Efflux-Pumpen resistent gegeniber Tumormedikamenten [135]. Der
Versuch der Uberwindung dieser Resistenzmechanismen ist fir die Entwicklung der
zielgerichteten Therapie wesentlich.

Marotta et al. (2011) konnten zeigen, dass JAK2/STAT3 in das Wachstum von
Mammakarzinom-Stammzellen involviert ist [43]. Die Inhibition von JAK2 fiihrte zur Abnahme
der Zellzahl der Mammakarzinom-Stammzellen [43]. Mit Hilfe der DNA-Methylomanalyse
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beschrieben auch Hernandez-Vargas et al. (2011) die konstitutive Aktivierung des JAK/STAT-
Signaltransduktionswegs in Mammakarzinom-Stammzellen mit dem Phanotyp CD447/CD24"
[136]. Ebenso spielt der PI3BK/AKT/mTOR-Signaltransduktionsweg eine wichtige Rolle fir das
Stammzell-Uberleben. Bei Applikation eines PI3K-Inhibitors und eines mTOR-Inhibitors
reduzierte dies die Tumorigenitat [41]. Ebenso stellten Gargini et al. (2015) fest, dass die
Inhibition von PI3K zu einer Verringerung der PopulationsgréBe von CD44%/ CD24 -
Mammakarzinomzellen fihrt [137].

Jiménez-Garcia et al. (2017) erhoben die Annahme, dass ebenso PIM in Mammakarzinomen
maoglicherweise in Prozesse der Selbsterneuerung auf dem Grund einer Entzlindungsreaktion
verwickelt sind [127]. Die Regulation der Tumorstammzellen erfolgt Gber inflammatorische
Zytokine, wie IL-1, IL-6 und IL-8 [127]. Korkaya et al. (2011) beschrieben eine
Feedbackschleife zwischen der Freisetzung inflammatorischer Zytokine durch tumorassoziierte
Fibroblasten ~ und  Makrophagen und  der  Aktivierung der  NF-xkB/STAT3-
Signaltransduktionskaskade zwecks Neuprogrammierung der Tumorstammzellen [138]. Weitere
Annahmen beinhalten die bereits beim Prostatakarzinom beschriebene Phosphorylierung des
Stammzellmarkers BCRP/ABCG2 durch PIM1 [139]. Des Weiteren kommt es zu einer
Phosphorylierung von OCT4 und MYC durch die PIM-Kinase [140] [141]. Die Gesamtheit
dieser Mechanismen, welche in Assoziation zur PIM-Kinase stehen, kdnnten eine Rolle fir die
Neuprogrammierung von Mammakarzinom-Stammzellen spielen.

Um die Auswirkungen auf Stammzellebene zu untersuchen, erfolgte ein Colony formation assay.
Grundlage dieses Tests zur Analyse der Uberlebensfahigkeit von Zellen, ist die Eigenschaft der
Koloniebildungsfahigkeit. Stammzellen besitzen die Fahigkeit eine Kolonie zu bilden. Die
Koloniebildungsfahigkeit wurde bei Kombination der Inhibitoren BSK805 und BYL719 bei der
Zelllinie ZR-75 deutlich gehemmt. Ebenso konnte dies fir die Kombination BSK805 und
LGB321 fur die Zelllinien MCF-7, SKBR3 und BT-474 festgestellt werden. Dies wies bei
beiden Kombinationsversuchen auf eine Hemmung der Tumorstammzellen durch die jeweilige
Inhibitorkombination hin. Die Hemmung der Tumorstammzellen spielt eine Rolle fur den
beschriebenen Synergismus der kombinierten Inhibition von BSK805 und BYL719 sowie
BSK805 und LGB321.

4.5 Ausblick

Bedeutsam ist, dass trotz konstitutiver JAK2/STAT3-Aktivierung, der JAK2-Inhibitor BSK805
nur moderate Wirkung auf die Proliferationsinhibition hat. Die durch BSK805 bedingte
Feedback-Aktivierung des PISK/AKT/mTOR-Signaltransduktionswegs und die ausbleibende
Verénderung der PIM-Expression im Western Blot konnten Grunde fir die limitierte
Wirksamkeit von BSK805 gegentiber den Mammakarzinomzelllinien sein.
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Im MTT-Test konnten fur die Kombinationsinkubation mit BYL719 bzw. LGB321
synergistische Effekte auf die Proliferationsinhibition nachgewiesen werden. Eine Rolle fir die
Wirksamkeit der Kombinationsinkubation kénnten die Induktion des Zellzyklus und Apoptose-
Prozesse spielen.

Die kombinierte Inhibition von BSK805 mit PI3K-Inhibitor BYL719 bzw. BSK805 und PIM-
Inhibitor LGB321 ist vielversprechend. Die klinische Anwendbarkeit sollte in weiterfihrenden
Experimenten untersucht werden. Im Einzelnen musste zunéchst an weiteren Zellkulturmodellen
bzw. nachfolgend im Tiermodell die tolerable Verabreichungskonzentration und
Nebenwirkungen untersucht werden. Ebenso sollte der molekulare Mechanismus der Inhibitoren
im Detail weiterfuhrend untersucht werden. Des Weiteren sollte das Augenmerk auf mogliche
Interaktionen und damit verbunden unerwiinschte Nebenwirkungen gerichtet werden. Ein erster
Ansatz flr die Erweiterung bzw. Veranderung des bisherigen Mammakarzinom-Therapieregimes
ist die SOLAR-1-Studie, welche zur Zulassung von BYL719 (Alpelisib) in der Kombination mit
Fulvestrant in der Therapie des Hormonrezeptor-positiven, HER2-negativen, PIK3CA-mutierten
Mammakarzinoms fiihrte. Doch, wie diese Arbeit zeigt, stiinden andere Kombinationspartner fiir
BYL719 zur Verfugung, die man weiter untersuchen sollte [142].

Ein weiteres interessantes Forschungsprojekt wére die Untersuchung der Resistenzbildung der
Mammakarzinomzellen gegentiber dem JAK2-Inhibitor, um anschliefend im direkten Vergleich
mit nicht resistenten Mammakarzinomzellen den Einfluss auf Zellzyklus und Apoptose-
Induktion zu untersuchen.

Die Erkenntnisse und Schlussfolgerungen dieser Arbeit bestatigen, dass es noch weiteren
Forschungsbedarf im Bereich der zielgerichteten Therapien im Mammakarzinom gibt.
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