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Abkürzungen 

4E-BP1: eIF4E binding protein 1  

AP-1: activator protein 1 

Akt: Proteinkinase B 

AMPK: AMP-activated protein kinase 

ATRA: All-trans-retinoic acid 

Bcl-2: B-cell lymphoma 2 

CB: Clinical benefit (CR+PR+SD ≥ 6 Monate) 

C-Fos: durch FOS-Gen kodiertes Protein 

CR: complete remission 

CTC: common toxicity criteria 

EGFR: epidermal growth factor receptor 1 

eIF4E: eukaryotic translation initiation factor 4E 

ER: Östrogenrezeptor  

ERK: extracellular signal-regulated kinase, Synonym: MAPK 

FGFR: fibroblast growth factor receptor  

FKBP12: FK506-binding protein 

FOXO: Forkhead-box-proteine 

GSK: Glycogen synthase kinase  

HDM2: human double minute 2 

HER2: human epidermal growth factor receptor 2 

HIF1α: hypoxia-inducible factor 1α 

IGF-1R: insulin-like growth factor 1 receptor 

IKK: I kappaB kinase  

IRS-1: insulin receptor substrate 1 

LBK1: serin threonin kinase 11 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

mTORC: mammalian target of rapamycin complex 

NF-κB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

pCR: pathologisch komplette Remission 

PDGFR: platelet-derived growth factor receptor  

PDK1: phosphoinositide-dependent kinase 1  

PFS: Progressionsfreies Überleben 

Pi3K: phosphatidylinositol-3 kinase 

PIP2: phosphatidylinositol-4,5 bisphosphate  

PIP3: phosphatidylinositol-3,4,5 trisphosphat 

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor(s) 

PPRE: peroxisome proliferter response element  

PR: Progesteronrezeptor 
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PR. partial remission  

PTEN: Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 

Raf: rapidly growing fibrosarcoma protein 

Raptor: regulatory-associated protein of mTOR 

Ras: ein kleines G-Protein namens Ras 

Rheb: Ras-homolog-enriched-in-brain 

Rictor: Rapamycin-insensitive companion of mTOR 

RTK(s): Rezeptortyrosinkinase(n) 

RXR: Retinoid-X-Rezeptor 

SD: stable disease 

S6K1: ribosomale s6 kinase 

SEER: National Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology And End Results 

SERD: selektiver Östrogenrezeptor-Deregulator 

siRNA: small interference RNA 

Src: durch viral sarcoma-Gen codiertes Protein 

TSC: tuberous sclerosis complex 

TZD(s): Thiazolidindion(e) 
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1 Einleitung 

1.1. Epidemiologischer Hintergrund 

1.1.1 Inzidenz des Mammakarzinoms 

Das Mammakarzinom ist der häufigste Tumor bei Frauen und geschlechterunabhängig gesehen der 

dritthäufigste Tumor. In Deutschland erkranken jährlich etwa 74.500 Frauen, in den USA etwa 209.000 

am Mammakarzinom. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren, jedoch ist etwa jede vierte 

Frau bei Diagnosestellung jünger als 55 Jahre. In Deutschland versterben pro Jahr 17.200 Frauen an 

dieser Erkrankung, in den USA 40.200 Frauen. Die 5-Jahresüberlebensrate liegt je nach Erhebung 

zwischen 86 % und 90% [85, 96, 111, 148, 164].  

Ende 2006 wurde überraschend eine deutliche Abnahme der Inzidenz in den USA konstatiert [144]. 

Es wurde nachgewiesen, dass die Inzidenz von Mammakarzinomen ab Mitte des Jahres 2002 

erheblich gesunken war. Beim Vergleich der Inzidenz des Jahres 2001 mit dem Jahr 2004 zeigte sich 

eine Abnahme um 8,6%. Die Inzidenzabnahme fand sich vorwiegend bei Frauen im Alter von über 50 

Jahren mit Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen. Der Rückgang lag bei dieser Gruppe von 

Frauen sogar bei 12%. Die Inzidenz Hormonrezeptor-negativer Tumoren war unverändert geblieben.  

Als wichtigster Grund für die abnehmende Inzidenz wurde der Rückgang der Verordnung von 

Hormonersatztherapien angenommen. In einer randomisierten Studie bei Frauen, die eine 

Hormonersatztherapie erhielten, hatte sich gegenüber der Placebo-Gruppe eine signifikante Zunahme 

der Mammakarzinominzidenz gezeigt [34]. Nachdem die ersten Ergebnisse dieser Studie publiziert 

worden waren, war die Verschreibungshäufigkeit stark zurückgegangen [146]. In Berlin und den 

neuen Bundesländern stieg die Brustkrebsinzidenz bis zum Jahr 2002 an und erreichte dann ein 

Plateau. Bei über 50-jährigen Frauen war bis zum Jahr 2000 eine deutliche Zunahme der 

Brustkrebsinzidenz zu beobachten. Nach dem Jahr 2000 fand sich bei 50- bis 69-jährigen Frauen 

zunächst ein Inzidenz-Plateau, bevor sich dann ab 2003 ebenfalls ein deutlicher Inzidenzrückgang 

nachweisen ließ [Gemeinsames Krebsregister der Länder Berlin, Brandenburg, Mecklenburg-

Vorpommern, Sachsen-Anhalt Oktober 2007]. In Deutschland fand sich nach Einführung des 

Mammakarzinom-Screening-Programms ab 2005 erneut ein sprunghafter Anstieg, da in der ersten 

Phase viele Tumore früher als ohne Screening entdeckt wurden und möglicherweise auch einige 

Tumore diagnostiziert wurden, die ansonsten lebenslang unentdeckt geblieben wären [150].  

 

1.1.2 Mortalität des Mammakarzinoms 

Die Mortalität des Mammakarzinoms nimmt hingegen spätestens seit 1990 kontinuierlich ab [33, 85, 

96, 99, 164]. In einer ausführlichen SEER (National Cancer Institute’s Surveillance Epidemiology And 

End Results) -Datenbankanalyse aller invasiven Mammakarzinome zwischen 1990 und 2003 sank die 

Mortalität im Beobachtungszeitraum um 24%. Die Abnahme war bei Östrogenrezeptor(ER) -positiven 

Tumoren, die 77% aller Tumore ausmachten, ausgeprägter als bei ER-negativen [85]. 

Altersabhängige Unterschiede sind ebenfalls evident. Die Mammakarzinom-spezifischen Todesfälle 
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nahmen von 1990 bis 2007 um 1,96% pro Jahr ab. Die Abnahme war bei jungen Patientinnen 

zwischen 20 und 49 Jahren am stärksten (2,49% pro Jahr), und war in der höchsten Altersgruppe über 

75 Jahren am schwächsten (1,14% pro Jahr) [164]. In einer anderen Untersuchung stieg im Zeitraum 

von 1975 bis 2005 die 5-Jahres-Überlebensrate von 75% auf 90% an [96]. Der Trend der 

abnehmenden Mortalität war bis zum Jahr 2012 weiter nachweisbar. In Deutschland ist eine Abnahme 

der Mammakarzinom-Mortalität von 2007 bis 2012 von 16,4 auf 14,8 Todesfälle pro 100.000 

Einwohner nachweisbar [111]. 

Diese Entwicklung ist sowohl der zunehmend früheren Erkennung der Tumore, u. a. durch das 

Mammographie-Screening, als auch der konsequenten adjuvanten Therapieführung zuzurechnen [16, 

38, 54]. Insbesondere der in diesem Zeitraum zunehmende Einsatz der antihormonellen (endokrinen) 

Therapie und der Chemotherapie, sowie der zunehmende Einsatz von Anthrazyklinen und Taxanen im 

Rahmen der adjuvanten Chemotherapie werden als entscheidende Faktoren angeführt [54, 113].  

 

1.1.3 Mortalität des metastasierten Mammakarzinoms 

Die Mortalität ist größtenteils durch das Rezidiv bzw. das Auftreten von Fernmetastasen und deren 

Progression bedingt. Es gibt Hinweise, dass auch die mittlere Überlebenszeit von Patientinnen mit 

metastasiertem Mammakarzinom (MBC) in den letzten Jahrzehnten verbessert werden konnte [33, 

62]. Zugleich stieg der Anteil an Patientinnen an, die ein oder mehrere palliative Therapien erhielten. 

In einer Arbeit aus dem Tumorregister München konnte dieser Überlebenstrend zwar nicht belegt 

werden, es wurden jedoch nur Patientinnen ausgewertet, die innerhalb von 5 Jahren eine 

Metastasierung entwickelten. Somit wurden die weniger aggressiven Tumore, die später 

metastasieren exkludiert [180]. Gleichwohl waren gerade die weniger aggressiven, meist 

Hormonrezeptor-positiven Tumoren (Luminal A und B) mit der Einführung der Aromatase-Inhibitoren 

Gegenstand deutlicher klinischer Fortschritte. Die Zeit bis zur Tumorprogression konnte durch die 

Aromatase-Inhibitoren (Letrozol, Anastrozol, Exemestan) und durch den selektiven Östrogenrezeptor-

Deregulator (SERD) Fulvestrant bei postmenopausalen Patientinnen mit metastasiertem 

Mammakarzinom in Studien signifikant verbessert werden [21, 63, 123, 149]. Diese rezidivierten also 

später, d.h. zu einem größeren Teil später als nach 5 Jahren, so dass der Gewinn, der durch die 

verbesserte endokrine Therapie erreicht wurde, nicht vollständig in diese Statistik eingehen konnte.  

Darüber hinaus veränderte sich durch die effektivere adjuvante Therapie zugleich das Spektrum 

rezidivierter Mammakarzinome in Richtung aggressiverer Tumore. Aber auch bei metastasierten 

Mammakarzinomen, die HER2 überexprimieren, wurde in Studien nicht nur eine Verbesserung des 

progressionsfreien Überlebens, sondern bei mehreren auch des Gesamtüberlebens, nachgewiesen 

[11, 114, 135, 163]. Allerdings machen die HER2-überexprimierenden Tumore nur 13-15% aller 

metastasierten Mammakarzinome aus, so dass deren Gewicht in der statistischen Beurteilung der 

Gesamtmortalität gering ist [40, 91]. Dies ist auch vor dem Hintergrund wichtig, dass das 

Mammakarzinom nicht mehr als homogene Tumorentität anzusehen ist, sondern die biologischen 

Subtypen berücksichtigt werden sollten.  
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1.2 Klassifikation des metastasierten Mammakarzinoms 

Nicht nur epidemiologisch, sondern auch in zukünftigen Studien und im klinischen Alltag sollte man 

Mammakarzinome in unterschiedliche Subtypen einteilen, da diese unterschiedlich biologische 

Eigenschaften aufweisen. Seit Einführung der DNA-Microarray befindet sich die Definition dieser 

Subtypen im Wandel [139, 166]. Grundlage der Einteilung, die weitverbreitet klinische Anwendung 

gefunden hatte, ist bis dato die immunhistochemische bzw. histopathologische Charakterisierung 

anhand des Rezeptorstatus. Leitrezeptoren sind der Östrogenrezeptor (ER), der Progesteronrezeptor 

(PR) und HER2 (human epidermal growth factor receptor 2). Letzter gehört zur Familie der human-

epidermal-growth-factor-receptor-Familie, von denen bisher vier charakterisiert wurden 

(EGFR1/HER1, HER2, HER3, HER4). Immunhistochemisch werden Mammakarzinome in ER- oder 

PR-positive, HER2-überexprimierende, deren Kombinationen, sowie tripel-negative Tumore eingeteilt.  

In den letzten Jahren wurde mehr und mehr favorisiert, sie insbesondere in der adjuvanten 

Therapiesituation nach ihrem molekularen Subtyp zu klassifizieren [64, 166]. Mittels Gen-Array lassen 

sich verschiedene molekulare Subtypen unterscheiden: Luminal-A-, Luminal-B-, Luminal/HER2-, 

HER2-enriched- und Basal-like-Tumore, sowie Normal-like- und Claudin-low-Tumore [166, 184]. Da 

jedoch die molekulare Klassifikation in der klinischen Routine zurzeit noch u.a. an der fehlenden 

Verfügbarkeit der Testsysteme und an den Kosten scheitert, wird empfohlen, die einzelnen Karzinome 

anhand ihrer immunhistochemischen Eigenschaften den molekularen Tumorsubtypen zuzuordnen 

[65]. Luminal-A- und Luminal-B-Tumore exprimieren Hormonrezeptoren. Das Grading liegt meist bei 1 

oder 2. Luminal-A-Tumore zeigen oft sehr geringe Proliferationsraten. Luminal-B-Tumore haben eine 

höhere proliferative Aktivität und werden zusätzlich in HER2–negativ und -positiv (Luminal/HER2+) 

unterteilt. HER2-positive Tumore weisen nur zu einem Viertel Hormonrezeptoren auf, haben meist ein 

hohe proliferative Aktivität und ein Grading von 3. Basal-like-Tumore exprimieren weder 

Hormonrezeptoren noch HER2; sie werden deshalb als triple-negativ bezeichnet. Dieser 

„Rückübersetzung“ molekularer Subtypen in immunhistochemische Merkmale muss man sich 

bedienen, da die meisten Daten klinischer Studien noch auf der immunhistochemischen Einteilung 

beruhen. 

Die Häufigkeiten der Subtypen zeigen wie bei lokalisierten Karzinomen auch in der metastasierten 

Situation eine Dominanz der Hormonrezeptor-positiven Tumore (Luminal A: 44%; Luminal B: 24%; 

Luminal/HER2: 6,5%) und die aggressiveren Tumore stehen in der Häufigkeit zurück: HER2 enriched: 

7%; basal-like: 9,8%; Triple-negative-non-basal: 8,5% [91]. Innerhalb der ersten fünf Jahre treten 

nahezu alle Rückfälle der aggressiven Subtypen auf, während Luminal A/B-Tumore auch noch nach 

5-15 Jahren metastasieren können und bisweilen sogar später. Entsprechende Untersuchungen 

zeigen, dass das mediane Überleben nach Erstdiagnose der Metastasierung sich zwischen den 

Subgruppen relevant unterscheidet (medianes Gesamtüberleben: Luminal A: 2,2 Jahre; Luminal B: 

1,6 Jahre; Luminal/HER2: 1,3 Jahre; HER2-enriched: 0,7 Jahre; basal-like: 0,5 Jahre [91]. Aus diesen 

Zahlen ergibt sich selbstredend ein erheblicher Bedarf, den Verlauf des metastasierten 

Mammakarzinoms durch Optimierung der Therapie zu beeinflussen. 
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1.3 Molekulare Aspekte des Mammakarzinoms 

1.3.1 Der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg 

1.3.1.1 Aktivierung des Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs in Malignomen 

Eine der wichtigsten Eigenschaften maligner Zellen, die zur Tumorentstehung beiträgt, ist die 

Fähigkeit, chronisch zu proliferieren. Die sie dazu befähigenden Signale werden zum Teil parakrin 

oder autokrin durch Wachstumsfaktoren vermittelt, die an Zelloberflächenrezeptoren binden, deren 

intrazelluläre Domänen eine Tyrosinkinase enthalten (Rezeptortyrosinkinasen, RTKs). Die 

Tyrosinkinase vermittelt diese Signale über verzweigte Signaltransduktionswege, die letztendlich die 

Zellzyklusprogression, das Zellwachstum und die Proliferation steuern und stimulieren. Der Stimulus 

kann aber auch ohne Wachstumsfaktoren durch konstitutiv überaktivierte Signaltransduktionswege 

erfolgen, z. B. infolge somatischer Mutationen. Oft werden über diese Signaltransduktionswege nicht 

nur die Proliferation und das Zellwachstum sondern auch andere zellbiologische Eigenschaften 

beeinflusst, wie Antiapoptose und Angiogenese oder der Energiemetabolismus der Tumorzelle [71].  

Somatische Mutationen führen bei vielen Tumoren zu einer Überaktivierung von phosphatidylinositol-3 

kinase (Pi3K) [86, 194]. Verschiedene RTKs, z. B. der epidermal growth factor receptor (EGFR), 

platelet-derived growth factor receptor (PDGFR), fibroblast growth factor receptor (FGFR) und insulin-

like growth factor 1 receptor (IGF-1R) können mit Pi3K interagieren und die Kinase aktivieren. Pi3K 

selbst verwendet phosphatidylinositol-4,5 bisphosphate (PIP2) als Substrat und generiert 

phosphatidylinositol-3,4,5 trisphosphat (PIP3) als second messager [194]. Pi3K ist auch an der 

Regulierung der mTOR-Aktivität als Reaktion auf Aminosäurespiegel und der Regulierung von 

Autophagie unter zellulärem Stress beteiligt [69, 173].  

1.3.1.2 Die Bedeutung von Akt im Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg 

Die Serin-Threonin-Proteinkinase Akt ist eins der wichtigsten Zielproteine von Pi3K, das im 

Signaltransduktionsweg downstream folgt (Abbildung 1). PIP3 bindet an Akt, führt zur 

Membranrekrutierung von Akt und bindet außerdem an die phosphoinositide-dependent kinase 1 

(PDK1) [49]. PDK1 kann daraufhin Akt phosphorylieren. Aktiviertes Akt wandert in Zytoplasma und 

Kern, wo durch Phosphorylierung weitere Proteine aktiviert und inhibiert werden, die in verschiedene 

zelluläre Funktionen involviert sind, einschließlich Zellmetabolismus, Proteinsynthese, Inhibition von 

Apoptose und Zellzyklusprogression. Hier seien nur einige dieser weiteren Funktionen erwähnt [116]: 

Die Aktivierung des NF-κB-Signaltransduktionswegs durch Phosphorylierung von I-κB-Kinase (IKK) 

α/β, die Regulierung des Tumorsuppressors p53 über HDM2, das die Proteasom-vermittelte 

Degradierung von p53 fördert und die Regulierung von Proliferation und Tumorwachstum durch 

Beschleunigung der Zellzyklusprogression [55, 171]. Akt blockiert die FOXO(forkhead box proteine)-

vermittelte Transkription von Zellzyklusinhibitoren und fördert so den Übergang von der G1- in die S-

Phase. Akt stabilisiert auch c-Myc und Cyclin D1 durch die Aktivierung des NF-κB-Signalwegs und der 

GSK-3β/β-Catenin-Signalachse [86]. 

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktion. In diesem Signalweg 

phosphoryliert und inaktiviert Akt das Tuberin bzw. tuberous sclerosis complex 2 (TSC2), ein GTPase 

aktivierendes Protein des Ras-Homologs Rheb (Ras-homolog-enriched-in-brain). Inaktivierung von 
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TSC2 ermöglicht GTP-gebundenem Rheb zu akkumulieren und aktiviert den mTOR/Raptor-Komplex 

(mTORC1), der aus mTOR und Raptor(regulatory-associated protein of mTOR)  besteht. Auch durch 

die Präsenz von Aminosäuren wird Rheb ermöglicht mTOR zu aktivieren. So kann letztendlich 

physiologisch und in Tumorzellen Proteinsynthese und Zellwachstum reguliert werden [39, 68]. mTOR 

verbindet sich ebenfalls mit Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR) und formt den 

mTOR/Rictor-Komplex mTORC2, der wiederum Akt an Ser473 phosphoryliert und aktivieren kann.  

1.3.1.3 Feed-back-Mechanismen  

Aber nicht nur Überaktivierung, sondern auch die pathologische Deregulierung von Feedback-

Mechanismen von Signalwegen, die unter physiologischen Bedingungen die Homöostase von 

Wachstum und Hemmung bewahren, tragen zur Tumorentstehung bei. Auch hierfür ist der 

Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg exemplarisch. Die Tumorsuppressorphosphatase PTEN 

(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) antagonisiert die Pi3K-Wirkung, 

indem sie dessen Produkt PIP3 dephosphoryliert (s. Abbildung 1). Mutationen, die zu einem Verlust 

oder zur Abschwächung der PTEN-Aktivität führen, verstärken die Pi3K-Signalweitergabe  [86, 194].  

Zwar steigert die mTOR-Aktivierung grundsätzlich viele Prozesse, die für die Tumorentstehung 

bedeutsam sind, jedoch führt mTOR-Aktivierung in manchen Tumorzellen über einen negativen 

Feedback-Mechanismus über S6K1-IRS1-Pi3K auch zur Inhibition der Pi3K-Signaltransduktion. Somit 

kann eine mTOR-Inhibition auch zu einer partiellen Aktivierung des Signaltransduktionswegs führen, 

da der negative Feedback aufgehoben wird und darüber hinaus ERK (extracellular signal-regulated 

kinase) aktiviert wird [131]. Zusätzlich aktiviert eine S6K1-Inhibition die Transkription von PDGFR 

[198].  

Diese Feed-back-Mechanismen gewährleisten unter physiologischen Bedingungen ein Gleichgewicht 

zwischen Stimulierung und Inhibition. 

1.3.1.4 Funktion von mTOR 

Genetische und biochemische Untersuchungen an Hefen und Säugetieren führten zu der Entdeckung 

von TOR als Zielprotein des Immunsuppressivums Rapamycin (s. u.), das dem Protein seinen Namen 

gab: target of rapamycin. TOR, bei Säugern mTOR (mammalian target of rapamycin), ist ein 

phylogenetisch hochkonserviertes Protein, das zum Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg gehört 

und den Organismus befähigt metabolischen, exogenen oder genetischen Stress zu verarbeiten [201]. 

mTOR ist die katalytische Untereinheit der zwei verschiedenen Proteinkomplexe, mTORC 1 und 

mTORC2. Diese zwei Komplexe unterscheiden sich im Wesentlichen durch die zwei regulatorische 

Proteine, die den Komplexen assoziiert sind, Raptor und Rictor. Sie dienen als Baugerüst der 

Komplexe, an die sich mTOR, Substrate und Regulatoren anlagern. Zum Beispiel bindet Rapamycin 

an das FK506-binding protein (FKBP) und im Gegenzug bindet dann der entstandene  Rapamycin-

FKBP-Komplex das Raptor-gebundene mTOR, jedoch nicht Rictor-gebundenes mTOR. Durch diese 

Bindung wird die Substratbindung von mTORC1 und damit die weitere Signaltransduktion verhindert, 

weshalb Rapamycin und seine Derivate als mTOR-Inhibitoren (s. Abschnitt 1.3.1.10) bezeichnet 

werden [44, 201].  
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1.3.1.5 mTORC1 

Die wichtigsten Substrate von mTORC1 sind S6K1 und eIF4E binding protein 1 (4E-BP1). S6K1 und 

4E-BP1 regulieren mRNA-Translation und rRNA-Transkription und dadurch die Rate der 

Proteinsynthese. Darüber hinaus kontrolliert mTORC1 auch verschiedene Transkriptionsfaktoren, die 

in die Lipidsynthese und den mitochondrialen Metabolismus involviert sind [201].  

Die Schlüsselstellung von mTOR, insbesondere mTORC1, wird noch deutlicher, wenn man die 

Vernetzung mit anderen Signalwegen betrachtet. Zum Beispiel ist mTORC1 ein Schritt am Ende der 

Ras-Raf-ERK-Achse. ERK phosphoryliert TSC2 und inhibiert ihn somit, was in der Konsequenz zur 

mTOR-Aktivierung führt [107]. Darüber hinaus hat der Wnt-Signalweg Einfluss auf mTORC1. 

Glycogen synthase kinase 3β (GSK3β) agiert hier ebenfalls als negativer Regulator von mTORC1, da 

er TSC2 phosphoryliert. Durch Inhibition von GSK3β aktiviert Wnt mTORC1 (Abbildung 1) [81].  

1.3.1.6 Nahrungsangebot, Autophagie, Hypoxie und mTORC1 + 2 

Auch in Autophagieprozesse ist mTORC1 involviert. Autophagie ist ein wichtiger katabolischer 

Prozess zur Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase, bei dem intrazelluläre Proteine oder 

vollständige Organellen, die beschädigt, überzählig oder gar gefährlich sind, kontrolliert degradiert 

werden. Sie sichert das Überleben einer Zelle unter Stress [183]. Bei geringem extrazellulärem 

Nährstoffangebot ist Autophagie für den Energiehaushalt der Zelle besonders bedeutsam, da während 

Autophagie degradierte zelleigene Bestandteile als Aminosäuren-Ressource dienen. mTORC1 

unterdrückt Autophagie, während Inhibition von mTORC1 (z. B. durch mTOR-Inhibitoren oder 

Aminosäureentzug) Autophagie induziert. Zerstört man das für FKBP-kodierende Gen, kann durch 

mTOR-Inhibition keine Autophagie mehr induziert werden [125, 175].  

Der mTOR-Signalweg wird auch über das Nahrungsangebot reguliert. Liegt viel Nahrung i. S. von 

Aminosäuren vor, wird LBK1, ein Tumorsuppressorprotein, und damit auch AMPK (AMP-activated 

protein kinase) inhibiert, das ansonsten über TSC2 das Rheb hemmen und somit auch den mTOR-

Signalweg hemmen würde. Das bedeutet, bei viel Nährstoffangebot wird der mTOR-Signalweg nicht 

inhibiert, Zellteilung wird gefördert. Konstitutive mTORC1-Aktivierung fördert also unter anderem 

indirekt die Tumorgenese durch Suppression der Autophagie. 

Physiologisch kommt es bei geringem Nährstoffangebot zum Abfall von ATP und zur 

Wachstumshemmung. In der Folge aber steigt die ATP/AMP-Ratio in der Zelle wieder an, denn AMP 

und ATP sind allosterische Regulatoren von AMPK, die wiederum TSC2 als auch Raptor 

phosphorylieren kann; beides wirkt inhibitorisch auf mTORC1 [39, 201].  

Es gibt verschiedene Stressoren, die über AMPK zu mTORC1-Hemmung führen, unter anderem 

Hypoxie oder DNA-Schädigung. Letztere führt zur mTORC1-Inhibition über p53-abhängige 

Hochregulierung von AMPK [57]. 

Der andere mTOR-Komplex, mTORC2, wurde als Mediator der Aktin-Zytoskelettorganisation und 

Zellpolarisation identifiziert. Der Komplex kontrolliert verschiedene Regulatorproteine des Zytoskeletts. 

Von besonderer Bedeutung ist, dass mTORC2 Akt phosphoryliert, das dadurch im zweiten Schritt von 

PDK1 an Thr308, in der katalytischen Domäne von Akt, phosphoryliert werden kann und damit erst 

vollständig aktiviert wird. Die Akt-vermittelte Phosphorylierung von FOXO1 und FOXO3 verhindert 

deren Translokation in den Nucleus und die Aktivierung von Genexpressionsprogrammen, die die 

Apoptose fördern, d. h. mTORC2 hat über die durch Akt vermittelte FOXO1/2-Hemmung Bedeutung 
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für das Überleben der Zelle [201]. Die Regulatoren oberhalb von mTORC2 sind weit schlechter 

untersucht als bei mTORC1. Es wird davon ausgegangen, dass auch mTORC2 direkt oder indirekt 

durch verschiedene Wachstumsfaktoren reguliert wird.  

Im Signalweg downstream von mTORC1 wird E4-BP1 von diesem inaktiviert, wodurch eIF4E 

freigesetzt wird, das die Translation von mRNAs proonkogenetischer Gene und Zellzyklusregulatoren 

induziert, was wesentlich zur Tumorentstehung beiträgt (Abbildung 1).  

1.3.1.7 Angiogenese und mTOR 

Ein weiterer Mechanismus der Tumorentstehung, in den mTOR involviert ist, ist die Angiogenese bzw. 

die Neoangiogenese im Tumorgewebe. mTORC1 fördert die Angiogenese über HIF1α (hypoxia-

inducible factor 1α), der die VEGF-Produktion stimuliert (Abbildung 1). Gerade Tumore mit 

dysregulierter Angiogenese erwiesen sich als sensibel für mTOR-Inhibition [80, 174, 201]. Aber nicht 

nur die Inhibition von HIF1α in Tumorzellen wirkt antiangiogenetisch, sondern zugleich auch die 

Unterbrechung der durch VEGF stimulierten Signaltransduktion (durch mTOR-Inhibition) in den 

Endothelzellen [50, 112].  

Diese beschriebenen komplexen Funktionen von mTOR, die zur Tumorentstehung wesentlich 

beitragen, können durch mTOR-Inhibitoren maßgelblich herunterreguliert werden (s. Abschnitt 

1.3.1.10). 
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Abbildung 1: Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg. 
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1.3.1.8 Der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg in Mammakarzinomen 

Beim metastasierten Mammakarzinom spielen verschiedene intrazelluläre Signaltransduktionswege 

eine besondere Rolle. Das Verständnis der pathophysiologischen Bedeutung stellt eine der 

Voraussetzung für die Verbesserung der Therapiemöglichkeiten dar. 

Bei vielen Mammakarzinomen ist der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg überaktiviert. PIK3CA, 

das für die katalytische Subunit p110a kodierende Gen von Pi3K, weist beim Mammakarzinom häufig 

Mutationen auf (27% d. Fälle). Insgesamt wurden diese und andere PIK3-Mutationen in 7-35% der 

Fälle nachgewiesen. Daneben lag eine PTEN-Mutation oder ein Aktivitätsverlust von PTEN bei 20-

33% der Mammakarzinome vor [104, 152, 194]. Bei HER2-überexprimierenden Zellen tritt der Verlust 

von PTEN-Expression in 22-47% der Fälle auf und wird als ein Mechanismus angesehen, der 

Trastuzumab-Resistenz bedingt, da der Pi3K-Singaltransduktionsweg nur inkomplett geblockt wird 

[194]. Dies ist von klinischer Relevanz, da die HER2-Überexpression zu einer verstärkten Aktivierung 

des PI3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs führt [76].  

Mutationen und Überaktivierungen des Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs haben sowohl 

prognostische als prädiktive Bedeutung [151, 185]. Patientinnen mit Tumoren, die einen PTEN-Verlust 

aufwiesen, hatten ein signifikant schlechteres metastasenfreies Überleben und Gesamtüberleben 

[151]. PTEN-Verlust oder eine PIK3CA-Mutation war in der metastasierten Situation bei HER2-

überexprimierenden Tumoren mit einem schlechteren Ansprechen auf Trastuzumab und kürzerem 

Gesamtüberleben assoziiert [185].  

1.3.1.9 Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg bei Hormonrezeptor-positiven 

Mammakarzinomen 

Aber nicht nur bei HER2-Überexpression, sondern auch bei Hormonrezeptor-positiven 

Mammakarzinomen, hat der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg Bedeutung. Er interagiert 

sowohl direkt als auch indirekt mit dem ER. Die ER-Phosphorylierung durch Akt erhöht die Östrogen-

induzierte, Tamoxifen-induzierte oder Liganden-unabhängige transkriptionelle Aktivität des ERs. 

Darüber hinaus fördern Pi3K und Ras die Phosphorylierung von c-Jun; c-Jun formt einen Komplex mit 

c-Fos zum AP-1-Komplex, der wiederum an der ER-Transkription beteiligt ist. Auch die Aktivierung 

von S6K1, einem Folgeprodukt der mTOR-Aktivierung, phosphoryliert den ER und führt zu Liganden-

unabhängiger transkriptioneller Aktivität des ER, was die Bedeutung auch beim Hormonrezeptor-

positiven Mammakarzinom unterstreicht [27, 118].   

Der intranukleäre ER selbst transkribiert Gene, die für die Signaltransduktionswege bedeutsam sind 

(IGF-1R, HER2, IRS-1 etc.). ER-positive Mammakarzinomzellen können unter Östrogenentzug oder 

Tamoxifentherapie HER2 hoch regulieren, womit sich der Kreis von den RTKs zum ER zu den RTKs 

schließt. ER bildet darüber hinaus Komplexe mit RTKs und Src und induziert rasche nicht-genomische 

Signaltransduktion [115]. Zwischen der ER- und PI3K-Signaltransduktion scheint in ein Equilibrium zu 

bestehen, bei dem Tumore mit niedriger PI3K-Aktivierung hohe ER-Level aufweisen und umgekehrt 

[37, 116].  

Östrogenentzug durch Aromatase-Inhibition supprimiert beim ER-positiven Mammakarzinom das 

Zellwachstum zum Teil über abnehmende Pi3K/Akt/mTOR-Aktivität [12]. Erworbene Resistenzen von 

Mammakarzinomzellen gegen Tamoxifen, Fulvestrant oder gegen Östrogenentzug sind ebenfalls mit 

einer Überaktivierung des Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs assoziiert, so dass hier eine 
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sinnvolle Kombinationsmöglichkeit zwischen antihormoneller Therapie und mTOR-Inhibition besteht 

(s. Abschnitt 1.3.1.12) [27, 116, 117].  

Bezogen auf den gesamten Pi3K-Signaltransduktionsweg weisen etwa 70% aller Mammakarzinome 

eine Dysregulation auf [104]. Dieser ist bei Mammakarzinomen somit als der am häufigsten 

dysregulierten Signaltransduktionsweg anzusehen. Eine zielgerichtete Therapie, die die Hemmung der 

Signaltransduktion über Pi3K/Akt/mTOR induziert, stellt somit einen vielversprechenden Ansatz dar.  

1.3.1.10 mTOR-Inhibitoren 

Rapamycin, der erste bekannte mTOR-Inhibitor, und seine Derivate sind zunächst als 

Immunsuppressiva untersucht und klinisch erfolgreich eingesetzt worden. Rapamycin ist ein Makrolid, 

das in einem auf den Osterinseln (Rapa Nui) entdeckten Bakterium gefunden wurde [44]. Es handelt 

sich um eine nicht wasserlösliche weiße Substanz, sie wurde 1975 erstmals synthetisiert.  

Die mTOR-Inhibitoren stellten eine Alternative zu den Immunsuppressiva Cyclosporin A und FK506 

(Tacrolimus) dar, die beide den gleichen Schritt der T-Zell-Aktivierung hemmen. Cyclosporin A und 

Tacrolimus sind Calcineurin-Antagonisten, die in T-Zellen die Antigen-induzierte, Ca2+-abhängige 

Signaltransduktion hemmen und letztendlich die Transkription und Freisetzung von Zytokinen, 

insbesondere Interleukin-2, unterdrücken. Im Gegensatz dazu interferiert Rapamycin nicht mit der 

Antigenantwort, sondern beeinträchtigt einen späteren Schritt der T-Zell-Aktivierung, die Proliferation 

als Antwort auf Interleukin-2. Tacrolimus und die mTOR-Inhibitoren Everolimus (RAD001), 

Temsirolimus (CCI-779) oder Deforolimus (AP-23573, MK-8669) sind wiederum chemisch verwandte 

Makrolide, die alle an FKBP binden und hierüber ihre Wirkung entfalten [73, 157].  

Rapamycin (Sirolimus) and seine Analoga inhibieren die mTOR-Aktivierung durch die Bindung an das 

FKBP mit hoher Spezifität. Somit wird mit hoher Treffsicherheit die Phosphorylierung der Substrate 

S6K1 und 4EBP1 gehemmt. Sie sind in intravenöser (z.B. Temsirolimus), oraler (z.B. Sirolimus) oder 

in beiden Formulierungen (z.B. Everolimus, Ridaforolimus) verfügbar. Die Effektivität der mTOR-

Inhibition in der Therapie von hämatologischen und onkologischen Malignomen wurde in präklinischen 

und klinischen Studien untersucht und zeigte in einem weiten Spektrum an Tumorzellen und Tumoren 

Wirksamkeit [1, 19, 72, 108, 109, 142, 153, 197].  

Die aus Phase-I-Studien hervorgegangene Standarddosis von Everolimus bei malignen Erkrankungen 

beträgt 10 mg/d per os. Die Zeit bis zur maximalen Plasmakonzentration (tmax) beträgt 1 bis 2 

Stunden. Die Halbwertszeit (t1/2) 30 Stunden, die Plasmaproteinbindung ca. 74% [130, 172]. Es wird 

über die Leber metabolisiert und ist Substrat von CYP3A4 und P-Glykoprotein. Die Metabolite sind 

fast 100-fach weniger aktiv als Everolimus selbst. Die Elimination erfolgt zu 80% über die Fäzes und 

zu 5% über den Urin. Temsirolimus wird dagegen einmal wöchentlich mit 25 mg als Kurzinfusion über 

30 Minuten appliziert (tmax: 0,5 Stunden, t1/2: 13 Stunden). Sein Hauptmetabolit ist Sirolimus. 

Hauptenzym der Metabolisierung von beiden Substanzen ist das Cytochrom-P450-Isoenzym CYP3A4. 

Die Elimination erfolgt hauptsächlich über Fäzes [7]. 

1.3.1.11 mTOR-Inhibition als Monotherapie 

Die klinisch bedeutsamsten bisher publizierten Studien zur mTOR-Inhibition sind Phase-III-Studien, 

die zum Teil bereits zur Zulassung der Medikamente geführt haben. Es liegen mittlerweile Ergebnisse 

beim Nierenzellkarzinom mit Temsirolimus als auch Everolimus, beim Mantelzelllymphom mit 
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Temsirolimus, beim hochdifferenzierten pankreatischen neuroendokrinen Tumor mit Everolimus und 

beim Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinom mit Everolimus (in Kombination mit Exemestan) vor 

[10, 74, 80, 122, 138, 189]. Bei pankreatischen neuroendokrinen Tumoren von niedrigem oder 

intermediärem Malignitätsgrad konnte das progressionsfreie Überleben (PFS) durch Everolimus-

Monotherapie im Vergleich zu Placebo von 4,6 auf 11 Monate gesteigert werden. 5% der Patienten 

wiesen ein objektives Ansprechen des Tumors auf [189]. Beim fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom 

erbrachte Temsirolimus in der Erstlinientherapie ein signifikant längeres medianes PFS und 

Gesamtüberleben als die bis dahin gültige Standardtherapie Interferon-α [80]. Beim vorbehandelten 

fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied im PFS durch 

die Monotherapie mit Everolimus im Vergleich zu Placebo (medianes PFS: 4,0 vs 1,9 Monate). Bei 

beiden Studien zum Nierenzellkarzinom kam es hauptsächlich zur Stabilisierung der Erkrankung. Es 

traten nur selten objektive Remissionen durch die Therapie mit den mTOR-Inhibitoren ein (Everolimus: 

1%; Temsirolimus: 8,6%) [99, 122]. Beim stark vorbehandelten Mantelzelllymphom kam es in 22% der 

Fälle zu einem objektiven Ansprechen und das mediane Gesamtüberleben wurde im Vergleich zu 

einer Therapie nach Wahl des Untersuchers im Median von 9,7  auf 12,8 Monate verlängert [74]. In 

allen Studien, in denen ein mTOR-Inhibitor als Monotherapie eingesetzt wurde, zeigte sich, so wie es 

die präklinischen Daten bereits prädiktiert hatten, dass die Wirkung der mTOR-Inhibition als 

Einzelsubstanz hauptsächlich zur Krankheitsstabilisierung führten und nur selten Remissionen 

induzierte.  

Auch an Mammakarzinom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass sie die Zellproliferation effektiv 

inhibieren. In einer ausgewählten Zellkultursammlung erwiesen sich 55% aller Zelllinien als für 

Rapamycin-sensibel  [126-127]. Aber auch beim Mammakarzinom zeigte sich, dass mTOR-Inhibition 

keine Apoptose, sondern lediglich eine Proliferationshemmung induzierte. In klinischen Studien zeigte 

sich meistens eine Tumorstabilisierung (stable disease), die objektiven Remissionsraten lagen in der 

Monotherapie mit Temsirolimus oder Everolimus bei lediglich 0-13% [31, 46, 58]. Aus den genannten 

Gründen lag der Gedanke nahe, die mTOR-Inhibition mit einem anderen Wirkprinzip zu kombinieren, 

dessen proapoptotischer Effekt damit verstärkt werden kann [41, 120].  

1.3.1.12 Kombinationstherapie mit mTOR-Inhibitoren 

Beim Mammakarzinom wurden verschiedene mTOR-Inhibitoren getestet. Zurzeit liegen die meisten 

Daten zum Mammakarzinom für Everolimus vor. Besonders hervorzuheben sind die Studien zur 

endokrinen Therapie [9, 10, 12, 46]. Hier lag die Beobachtung zugrunde, dass Resistenzen gegen die 

endokrine Therapie, z. B. erworbene Resistenzen gegen Fulvestrant, Tamoxifen oder Letrozol, durch 

mTOR-Inhibition abgeschwächt und aufgehoben werden konnten [22, 41, 61]. 

Neben der antihormonellen Therapie wurden auch „klassische“ Zytostatika mit mTOR-Inhibitoren 

kombiniert. Resistenzen von Mammakarzinomen gegen solche Zytostatika, wie z. B. Adriamycin, 

Paclitaxel, Gemcitabin, Vinorelbin oder Platinderivaten, konnten durch mTOR-Inhibitoren in-vitro 

durchbrochen werden [120, 168]. Hierzu liegen auch erste Ergebnisse aus Phase-I-Studien vor [6, 28, 

59]. Darüber hinaus bieten sich zur Kombination mit mTOR-Inhibitoren Substanzen an, die am 

gleichen Signaltransduktionsweg ansetzen an, zum Beispiel EGFR-Inhibitoren wie Gefitinib oder Pi3K-

Inhibitoren. Aber auch bekannte Substanzen, mit denen klinische Erfahrungen vorliegen, wie 

Metformin, können hier bedeutsam sein, da die Antitumorwirkung von mTOR-Inhibitoren 
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wahrscheinlich durch die unter Abschnitt 1.3.1.1 beschriebenen Feedback-Mechanismen 

abgeschwächt wird. Die wichtigste Feedback-Schleife verläuft über die Aktivierung von Akt und IRS-1. 

Metformin, das in den Akt/mTOR-Signalweg eingreift, verringerte im Gegensatz zu Rapamycin die 

Aktivierung von Akt. Es konnte gezeigt werden, dass Metformin im Gegensatz zu Rapamycin zu 

einem Anstieg der Phosphorylierung von IRS-1 an Ser789 führte, was normalerweise zur Hemmung 

des Signalwegs führt. IRS-1 ist Substrat von AMPK, das auch bei Nährstoffmangel in der Zelle 

phosphoryliert wird, um den Energieverbrauch durch Proliferation herunter zu regulieren [195]. Sowohl 

mTOR-Inhibitoren als auch Metformin inhibierten mTOR, und zwar mTOR-Inhibitoren direkt, Metformin 

indirekt über AMPK. Bezüglich des Feedback-Mechanismus war ihre Wirkung jedoch gegensätzlich. 

Das wiederum qualifizierte Metformin in besonderer Weise zum Kombinationspartner für mTOR-

Inhibitoren.  

 

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit ist der Versuch, in vitro sowohl mit der konventionellen 

Chemotherapie als auch mit Metformin oder Honokiol zunächst eine Antitumorwirkung beim 

Mammakarzinom zu erzielen, die zugrunde liegenden Mechanismen, insbesondere mit Blick auf den 

Pi3K/Akt/mTOR-Signalweg, zu analysieren und in der Kombinationstherapie mit mTOR-Inhibitoren, 

die Wirksamkeit zu untersuchen.  

 

1.3.2 Peroxisom-Proliferator aktivierte Rezeptoren (PPAR) 

1.3.2.1 Allgemeine Funktion 

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) sind Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren 

und gehören zur Steroidhormonrezeptor-Superfamilie. Drei Subtypen (PPAR-α, PPAR-β/δ und PPAR-

γ) wurden identifiziert. Sie werden in Geweben unterschiedlich stark exprimiert und unterscheiden sich 

bezüglich ihrer Ligandenspezifität [15, 43].  

PPAR-α wurde 1990 als wichtigstes molekulares Zielprotein von bestimmten Peroxisom-Proliferatoren 

(z. B. Fibraten) kloniert [82]. 1992 wurde PPAR-β/δ entdeckt, das in der Liganden-Bindungsdomäne 

eine DNA-Homologie zu PPAR-α von 71% aufweist, in der DNA-Bindungsdomäne von 86% [155]. Als 

letztes wurde 1994 PPAR-γ identifiziert, das eine höhere Expression im Fettgewebe aufweist als die 

anderen PPAR [43, 176]. Das Gen der Acyl-Coenzym-A-Oxidase, einem typischen Marker der 

Peroxisom-Proliferation, war das erste Gen, von dem gezeigt wurde, dass ein Peroxisom-Proliferator 

Response-Element (peroxisome proliferter response element, PPRE) als Promotor existiert [178]. 

Voraussetzung für die Bindung von Liganden an dieses Response-Element, das in der 

Promotorregion des Zielgens liegt, ist die Heterodimerisierung von PPAR mit dem Retinoid-X-

Rezeptor (RXR) [83]. Nach Bindung an ihre Liganden kommt es zur Konformationsänderung des 

PPAR-Moleküls, so dass sich die Liganden-Bindungsdomäne der Aktivierungsdomäne annähert. Es 

kommt zur Abspaltung von Korepressoren und Rekrutierung von Koaktivatoren und in der Folge als 

entscheidender Schritt zur Aktivierung und Verstärkung der Gentranskription (Abbildung 2) [15]. 
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Abbildung 2: PPAR-Interaktion mit Liganden und Response-Element 
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großen Datenbankanalyse an rund 88.000 männliche Patienten mit Diabetes mellitus wurde die 

Inzidenz von Lungen-, Kolon- und Prostatakarzinomen erhoben und in Bezug auf die Einnahme von 

Antidiabetika ausgewertet [67]. Im ausgewerteten Zeitraum entwickelten 1.137 Patienten ein 

kolorektales Karzinom, 3.246 ein Prostatakarzinom und 1.371 ein Lungenkarzinom. Durch die 

Einnahme von Thiazolidindionen (TZD) - synthetischer PPAR-γ-Agonisten, die in der Therapie des 

Diabetes mellitus eingesetzt werden - wurde das Risiko, ein Lungenkarzinom zu entwickeln, signifikant 

(33%) reduziert. Für kolorektale und Prostatakarzinom wurde eine tendenzielle, nicht signifikante 

Risikoreduktion festgestellt [67]. 

1.3.2.4 Natürliche und synthetische PPAR-Liganden 

Als molekulare Regulatoren des Lipidmetabolismus wurden für die PPAR zahlreiche Fettsäuren und 

deren Derivate, inklusive Eicosanoide und Prostaglandine als Liganden identifiziert. Die drei PPAR 

weisen ein weites Spektrum natürlicher Liganden auf, das sich zum Teil überlappt. PPAR-α bevorzugt 

polyungesättigte Fettsäuren, einschließlich essentieller Fettsäuren, Linolsäure, Linolensäure und 

Arachidonsäure, während PPAR-γ durch ein großes Spektrum an gesättigten und ungesättigten 

Fettsäuren, z. B. Palmitinsäure, Ölsäure, Linolsäure und Arachidonsäure aktiviert wird [15, 66, 186]. 

PPAR-β/δ interagiert ebenfalls mit gesättigten und ungesättigten Fettsäuren, seine 

Ligandenselektivität nimmt eine Mittelstellung zwischen PPAR-α und -γ ein. Das große Spektrum wird 

damit erklärt, dass die PPAR in der Kristalstruktur eine weit größere Ligandenbindungstasche 

aufweisen als andere Kernrezeptoren. Die geringen Unterschiede der Ligandenbindungsdomäne der 

Rezeptoren führen jedoch zu relevanten Unterschieden in der Affinität der Liganden [98, 186-187]. 

Von klinischer Bedeutung ist die Spezifität für bestimmte synthetische Liganden, von denen einige 

bereits therapeutisch im Einsatz sind und zur Therapie der Dyslipoproteinämie, metabolischer 

Erkrankungen und des Typ 2-Diabetes mellitus eingesetzt werden. Fibrate wie Fenofibrat, Clofibrat 

oder Gemfibrozil, die zur Therapie der Hypertriglyceridämie eingesetzt werden, binden an PPAR-α, 

sind also synthetische PPAR-α-Agonisten [169]. Thiazolidindione (TZD) sind synthetische PPAR-γ-

Agonisten, die bei der Therapie des Typ-2-Diabetes als Insulin-Sensitizer genutzt werden. TZD binden 

mit besonderer Affinität an PPAR-γ [98, 156].  

Zunächst hatte man entdeckt, dass TZD einen Insulin-sensibilisierenden Effekt haben, die 

Differenzierung von Adipozyten induzieren und zu einer verstärkten Transkription von entsprechenden 

Genen führen. Erst im Verlauf wurde nachgewiesen, dass die Wirkung über PPAR-γ vermittelt wird 

[15, 176]. Als potentester PPAR-γ-Agonist gilt Rosiglitazon, weitere sind Pioglitazon, Troglitazon, 

Ciglitazon und Englitazon. Einschränkend muss erwähnt werden, dass von den verschiedenen TZD 

nur noch Pioglitazon therapeutisch eingesetzt wird. Troglitazon und Rosiglitazon sind aufgrund 

unerwünschter Wirkungen, insbesondere der Hepatotoxizität, nicht mehr im Einsatz. TZD führen zum 

Zellzyklusarrest in der G1-Phase. Dies ist mit der Inhibition von Pi3K assoziiert und geht mit einer 

Cyclin D1-Reduktion einher [51-52, 154, 181].  

1.3.2.5 Wirkung von Thiazolidindionen auf Malignome  

Auch in Mammakarzinomen wurde die Expression von PPAR-γ nachgewiesen [92, 124]. Sie enthalten 

ebenfalls das PPRE, und TZD führen bei Mammakarzinomzellen PPAR-γ-vermittelt zur 

Zelldifferenzierung, Proliferationshemmung oder Apoptose [93, 124]. Behandlung von 
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Mammakarzinomzellen mit PPAR-γ-Liganden induzierte sowohl in in vitro and in vivo Apoptose. Durch 

Kombination mit einem spezifischen RXR-Liganden (all-trans retinoic acid, ATRA) wurde dieser Effekt 

noch verstärkt [47-48]. Die Wachstumshemmung von Mammakarzinomzellen war mit Zellzyklusarrest 

in der G1-Phase assoziiert. [190, 192]. Auch wurde in Mammakarzinomzellen nachgewiesen, dass der 

PPAR-γ-Ligand 15d-PGJ2 und die TZD Rosiglitazon, Ciglitazon und Troglitazon selektiv die 

Genexpression von Cyclin D1 inhibieren. [143, 181, 192]. Der G1-Zellzyklus-Arrest und die Abnahme 

von Cyclin D1 war zugleich mit einer Hemmung der Pi3K-Aktivität assoziiert [5].  

In ER-positiven Mammakarzinomzellen wurde nachgewiesen, dass PPAR-γ-Liganden die 

Degradierung von ER induzieren [143]. Auch in HER2-überexprimierenden Zelllinien wurde die 

Wirkung von PPAR-γ-Liganden untersucht. PPAR-γ wird in HER2-überexprimierenden Zellen verstärkt 

exprimiert [188]. In diesen Mammakarzinomzellen zeigte sich bei der über HER2 und der über PPAR-

γ vermittelten Signaltransduktion durch Trastuzumab bzw. PPAR-γ-Liganden ein Synergismus. 

Aktivierung von PPAR-γ konnte die durch Neureguline vermittelte Tyrosinphosphorylierung von HER2 

und HER3 in MCF-7-Zellen inhibieren und damit die Wirkung von HER2 auf Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose blockieren. Sowohl die Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktion als auch die 

Signaltransduktion über ERK wurden hierdurch inhibiert [141]. In Lungenkarzinomzellen reduzierte 

Rosiglitazon die Phosphorylierung von Akt und steigerte die PTEN-Proteinexpression. Außerdem 

steigerte es die Phosphorylierung von AMPK und zugleich reduzierte es, downstream von mTOR, die 

Phosphorylierung von S6K1 [70]. Troglitazon supprimierte an MCF-7-Zellen die HER2-Expression 

signifikant. Allerdings konnte Troglitazon allein an HER2-überexprimierenden Zelllinien keine 

Wachstumshemmung erzeugen [48]. Erst die Herunterregulierung von HER2 durch Trastuzumab 

sensibilisierte Mammakarzinomzellen für den Effekt von TZD [188]. Somit stellte die PPAR-γ-

Aktivierung einen vielversprechenden Therapieansatz zu Optimierung der Therapie des 

Mammakarzinoms dar, der weitere Untersuchungen erforderte.  

Wenn auch zunächst alles darauf hindeutete, dass die apoptotische und antiproliferative Wirkung an 

Tumoren und die antiangiogenetische von TZD auf das Wachstum von Tumoren über PPAR vermittelt 

wird, so zeigte sich doch, dass insbesondere bei der Wirkung von Troglitazon und Ciglitazon weitere 

möglicherweise nicht PPAR-vermittelte Mechanismen ebenfalls eine Rolle spielen [2, 56, 182]. Zum 

Beispiel konnte für die TZDs gezeigt werden, dass sie die Ubiquitin-abhängige proteasomale 

Degradation von Zellzyklus und Apoptose-regulierenden Proteinen (u. a. ß-Catenin, Cyclin D1) 

fördern. In Hormonrezeptor-positiven und –negativen Mammakarzinomzellen konnte mit PPAR-γ-

inaktiven TZDs Cyclin D1 unterdrückt werden, ohne dass die mRNA-Level verändert wurden, so dass 

hier eine posttranskriptionelle Regulierung postuliert werden musste [36, 79, 182]. In 

Prostatakarzinomzellen wurde beobachtet, dass TZD unabhängig von PPAR-γ die antiapoptotische 

Funktion von Bcl-2 und anderer proapoptotischer Proteine hemmen [160]. Das warf u. a. die Frage 

auf, über welche weiteren Mechanismus TZD-Derivate ihre Wirkung auf Mammakarzinomzellen 

entfalten, und ob diese durch Bindung an andere PPAR oder Aktivierung weitere nicht PPAR-

vermittelter Wirkungen verstärkt werden können. 
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1.4 Grundsätzliches zur medikamentösen Therapie des metastasierten 

Mammakarzinoms 

Ein metastasiertes Mammakarzinom muss, von wenigen seltenen Ausnahmen abgesehen, als nicht 

kurativ therapierbar angesehen werden. Hieraus ergeben sich mehrere klinische Therapieziele. Im 

Vordergrund sollte die Erhaltung oder Verbesserung der Lebensqualität der Patientin stehen. Dieses 

kann sowohl durch Tumorkontrolle als auch durch eine effektive Supportivtherapie erreicht werden. 

Die Lebensverlängerung und - als Surrogatmarker - die Verlängerung des progressionsfreien 

Überlebens oder die Clinical-benefit(CB)-Rate sind häufig primäre Ziele in Studien zur 

medikamentösen Therapie des metastasierten Mammakarzinoms [150].  

Es ist nicht belegt, dass eine aggressive medikamentöse Therapie, z. B. eine Polychemotherapie, 

einer sequentiellen Monochemotherapie bezüglich des progressionsfreien Überlebens oder des 

Gesamtüberlebens überlegen ist, wenn alle Therapiemaßnahmen ausgeschöpft werden. Eine 

Metaanalyse von Erstlinientherapiestudien zeigte zwar eine signifikante Verbesserung des 

Gesamtüberlebens zugunsten von Kombinationsregimen [30]. Jedoch kann aus dieser Untersuchung 

nicht unmittelbar ein Vorteil abgeleitet werden, da nur in sehr wenigen Studien, die der 

Erstlinientherapie nachfolgenden Therapien einbezogen wurden; kaum eine der Studien verglich die 

Polychemotherapie versus die sequentielle Therapie der gleichen Substanzen; und es gibt nur wenige 

Studien, die diese Erst- und Zweitlinientherapie zugleich beinhalten und ein Cross-over-Design 

verwenden [29]. Selbst wenn ein Cross-over-Design verwendet wurde, stellte sich in den meisten 

Studien heraus, dass nur ein geringer Anteil (17-30%) der Patientinnen nach Versagen der 

Erstlinientherapie in den anderen Studienarm wechselten [3, 132, 158, 167]. Es war nicht möglich die 

klinische Realität der sequentiellen Therapien in Studien abzubilden. Und nicht zuletzt spricht gegen 

den unkritischen Einsatz der Polychemotherapie, dass sie mit einer signifikanten stärkeren Toxizität 

einhergeht als die Monotherapie und somit dem Therapieziel der Lebensqualitätserhaltung oder 

Verbesserung zumindest temporär entgegengesetzt ist [29]. Aus dem Genannten ergibt sich, dass aus 

praktischer Sicht die Polychemotherapie nur bei hohem Remissionsdruck indiziert bleibt. 

 

1.4.1 Die Optimierung der medikamentösen Therapie 

Die Ansätze zur Optimierung der Therapie sind vielschichtig. Sie können die Supportivtherapie, die 

medikamentöse Therapie, aber auch die operative Therapie und Strahlentherapie einschließen. 

Voraussetzung der Verbesserung der medikamentösen Therapie ist das Verständnis der molekularen 

Zusammenhänge in der Mammakarzinomzelle. Eine mittlere Überlebenszeit von 20 Monaten für 

Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom aller Subtypen ist nach wie vor unbefriedigend, 

impliziert eine therapeutische Herausforderung und stellte die Rationale für die wissenschaftliche 

Untersuchung molekularer Mechanismen der Kanzerogenese des Mammakarzinoms und die 

Erprobung neuer Substanzen in vitro sowie in vivo dar. Diese Arbeit widmete sich insbesondere der 

Optimierung der medikamentösen Therapie. 

Es wurde in der Vergangenheit eine Vielzahl neuer Substanzen entwickelt, die in klinischer Testung 

sind und zum Teil eine Zulassung für die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms erhalten 

haben [53]. Insbesondere ist durch die Einführung neuer Substanzen der Begriff der 
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Kombinationstherapie nicht mehr gleichzusetzen mit Polychemotherapie, da mittlerweile 

Chemotherapie mit Antikörpertherapie, Tyrosinkinaseinhibitor(TKI)-Therapie oder anderen 

zielgerichteten Therapien (targeted therapy) kombiniert werden. Hierdurch wurde zum Teil die 

Toxizität der Kombinationstherapie durch Vermeidung eines Additionseffektes gesenkt, zum anderen 

kamen aber neue Nebenwirkungsspektren hinzu [90]. In den letzten 5 Jahren wurden für die Therapie 

des metastasierten Mammakarzinoms in Europa mehr zielgerichtete Substanzen (Lapatinib, 

Denosumab, Bevacizumab, Fulvestrant) als „klassische“ Zytostatika (nab-Paclitaxel, Eribulin) 

zugelassen. In Phase-III-Studien haben sich kürzlich verschiedene Substanzen mit für die Therapie 

des Mammakarzinoms neuen Wirkmechanismen als effektiver als die Standardtherapie erwiesen. 

Hierzu zählen insbesondere Pertuzumab und Everolimus, die über Dimerisierungshemmung des 

HER2-Rezeptors bzw. über mTOR-Inhibition wirken [11, 77]. 

In den letzten Jahren erfuhr der Einsatz von Platinderivaten beim Mammakarzinom eine Art 

Renaissance. Zwar waren Platinderivate schon früher getestet worden, jedoch war ihre klinische 

Wirksamkeit als moderat eingestuft worden [129]. Da der Verlauf metastasierter Mammakarzinome 

jedoch sehr unterschiedlich ist und viele Patientinnen multiplen sequentiellen Therapien zugeführt 

werden können, wurden auch als weniger wirksam eingeschätzte Substanzen wieder in die 

Therapiesequenz aufgenommen. Darüber hinaus führte die weitere Differenzierung der 

Mammakarzinome mittels Mikroarray in biologische Subtypen (s. Abschnitt 1.2) und das Verständnis 

der Wirkmechanismen zu der Erkenntnis, dass Platinderivate bei den aggressiveren Subtypen 

wirksamer sein könnten als angenommen und entsprechende Studien wurde konzipiert, insbesondere 

bei HER2-überexprimierenden und triple-negativen Mammakarzinomen [32, 133, 147, 162, 179]. 

Somit war Carboplatin dafür prädestiniert als Kombinationspartner im Zellkulturmodell herangezogen 

zu werden. 

Eine weitere Methode, die Nebenwirkungen einer palliativen Chemotherapie gering zu halten, war die 

Fraktionierung, die mittlerweile ein bewährtes Prinzip darstellt. Sie ermöglicht eine bessere 

Steuerbarkeit der Dosisintensität und flexibleres Reagieren auf manifeste Nebenwirkungen. Beim 

metastasierten Mammakarzinom zählen z. B. die wöchentliche Paclitaxel- und Vinorelbintherapie zum 

Standardprocedere. Auch Anthrazyklin-haltige Therapien können zur besseren Steuerbarkeit 

wöchentlich fraktioniert appliziert werden. Die orale Capecitabintherapie ist ebenfalls im 

vierzehntägigen Zeitraum der Applikation gut steuerbar. In diesem Zusammenhang ist auch die 5-

Fluorouracil-Dauerinfusion zu werten, die tägliche Applikation einer geringen Dosis vorsieht.  
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung 

Ein wesentliches Ziel der Arbeit war die Optimierung der Therapie des metastasierten 

Mammakarzinoms, sowohl mittels präklinischer Untersuchungen als auch durch eine retrospektive 

sowie eine prospektive klinische Studie an Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom. 

Wie unter Abschnitt 1.3.1.8 beschrieben, ist der Pi3K/Akt/mTOR-Signalstransduktionsweg bei 

Mammakarzinomen als der am häufigsten dysregulierte Signaltransduktionsweg anzusehen. mTOR 

ist an der Regulierung von Translation und Transkription wichtiger Proteine beteiligt, die mit 

Tumorigenese assoziiert sind und die Zellzyklusprogression, Zellwachstum, Proliferation und 

Angiogenese von Tumoren regulieren. Hemmung von mTOR hat somit erhebliche Auswirkungen auf 

diese Zellfunktionen. Deshalb sollte die Pi3K/Akt/mTOR-Achse als Ziel einer spezifischen 

Mammakarzinomtherapie zunächst in vitro untersucht werden und Veränderungen der beteiligten 

Proteine unter der Therapie im Zellkulturmodell evaluiert werden.  

 

1) Initial hatte sich auf der Suche nach einer innovativen Substanz für die medikamentöse Therapie 

des Mammakarzinoms Honokiol, für das wachstumshemmende Effekte und Apoptoseinduktion in 

verschiedenen Tumorzelllinien außer für Mammakarzinomzellen nachgewiesen worden waren, 

angeboten. Seine Wirkung auf Mammakarzinome sollte im Zellkulturmodell untersucht werden. 

Hierbei zeigte sich u. a. eine Inhibition des Pi3K/Akt/mTOR-Signalstransduktionsweg, weshalb wir die 

Kombination von Honokiol mit einem mTOR-Inhibitor untersuchten. Dies erschien ein 

vielversprechender Ansatz.  

 

2) Aufgrund der regulatorischen Feed-back-Mechanismen des Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionswegs wird die Signalkaskade durch mTOR-Inhibitoren nicht vollständig 

unterbunden. In den bis dato publizierten präklinischen und klinischen Studien mit mTOR-Inhibitoren 

in der Monotherapie zeigte sich ebenfalls eher eine Krankheitsstabilisierung als eine Regression der 

Erkrankung (s. Abschnitt 1.3.1.11). Ein Weg der Wirkungssteigerung an Mammakarzinomzellen 

bestand somit in der Kombination mit anderen Substanzen. Deshalb wurden verschiedene 

Medikamente, die Synergismen mit mTOR-Inhibitoren vermuten ließen und deren 

Nebenwirkungsprofil nicht wesentlich mit mTOR-Inhibitoren überlappen sollten (Honokiol, Metformin, 

Carboplatin, Paclitaxel, Adriamycin) in-vitro getestet. Sie wurden u. a. auf ihre 

proliferationshemmenden und proapoptotischen Eigenschaften hin in Kombination mit der Hemmung 

des Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs mittels Everolimus oder Metformin untersucht. 

  

3) Carboplatin war zum Zeitpunkt der Untersuchungen keins der Zytostatika, die als Standard in der 

Erst- oder Zweitlinientherapie des metastasierten Mammakarzinoms eingesetzt wurden. Es hatten 

sich jedoch in den letzten Jahren die Hinweise gemehrt, dass es beim Mammakarzinom klinische 

Wirksamkeit besitzt (s. Abschnitt 1.4.1). Dies prädisponierte Carboplatin dafür, als 

Kombinationspartner bei der Untersuchung neuer Medikamente zur Therapie des Mammakarzinoms 

eingesetzt zu werden. Es wurde deshalb mit Everolimus kombiniert und im Zellkulturmodell 
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untersucht. Unser Ziel war es, die theoretische Grundlage für eine klinische Studie mit diesen 

Medikamenten zu schaffen. 

 

4) Ein weiterer möglicher Ansatz bei der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms stellte die 

PPAR-γ-vermittelte Wirkung dar (s. Abschnitt 1.3.2). Für PPAR-Liganden war in vitro für eine Vielzahl 

von Tumoren und hämatologische Neoplasien ein Antitumoreffekt berichtet worden, insbesondere 

auch für das Mammakarzinom [48, 51-52, 94, 103, 165, 196]. In den letzten Jahren hatte sich jedoch 

gezeigt, dass die Wirkung der Thiazolidindione (PPAR-γ-Liganden) an Mammakarzinomzellen nicht 

nur über PPAR-γ vermittelt wurde  (s. Abschnitt 1.3.2.5) und die bekannten TZDs in der klinischen 

Praxis nebenwirkungsbelastet waren. Das warf die Fragen auf, über welche weiteren Mechanismus 

TZDs oder deren Derivate ihre Wirkung auf Mammakarzinomzellen entfalten und ob diese durch 

Bindung an andere PPAR oder Aktivierung weiterer nicht PPAR-vermittelter Wirkungen verstärkt 

werden können. Darüber hinaus waren inzwischen, außer Pioglitazon, anderen TZD (Troglitazon, 

Rosiglitazon) die Zulassung entzogen worden, so dass neuere PPAR-Agonisten in den Focus rückten 

und auf ihren Antitumoreffekt hin überprüft werden sollten. Wir testeten deshalb TZD18, einen dualen 

Inhibitor von PPAR-γ und -α, im Zellkulturmodell an Mammakarzinomzellen. 

 

5) Parallel zu den Zellkulturexperimenten versuchten wir, anhand einer retrospektiven Analyse der 

Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom, die in der Medizinischen Klinik m. S. Onkologie 

und Hämatologie, Campus Charité Mitte, therapiert wurden, Erkenntnisse über die Effektivität 

bekannter aber bis dato wenig systematisch untersuchter Therapiemodalitäten zu erlangen. 

Altbewährte Zytostatika wie 5-Fluororuracil (5-FU) werden in der klinischen Praxis oft durch neuere 

Substanzen abgelöst, nicht immer wegen erdrückender Effektivitätsunterschiede, sondern auch, weil 

zu alten Substanzen keine randomisierten Studien vorliegen und voraussichtlich auch keine mehr 

durchgeführt werden. Insbesondere stark vorbehandelte Patientinnen mit metastasiertem 

Mammakarzinom können in späteren Therapielinien, in denen kein einheitlicher Standard mehr 

existiert, vom Einsatz bewährter Zytostatika profitieren. Aufgrund der in diesen Therapielinien 

vorbestehenden Knochenmarkschädigung und der eingeschränkten Knochenmarkreserve ist eine 

Therapie mit geringer Hämatotoxizität und guter Steuerbarkeit angebracht. 5-FU hatte synergistische 

Effekte in der Zellkultur und in klinischen Studien mit mTOR-Inhibitoren gezeigt [18, 25]. mTOR-

Inhibition ebenso wie die metronomische Therapie entfaltet seine Wirkung u. a. über Antiangiogenese. 

Darüber hinaus konnte für 5-FU ein inhibierender Einfluss auf den Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionsweg nachgewiesen werden [24]. Vor diesem Hintergrund sollte die 

metronomischen Therapie mit 5-FU als Dauerinfusion retrospektiv bezüglich ihrer Effektivität und 

Toxizität bei metastasiertem Mammakarzinom evaluiert werden. 

 

6) Zum einen aufgrund eigener vielversprechender Ergebnisse in vitro mit Carboplatin in Kombination 

mit Metformin und Everolimus an Mammakarzinom-Zelllinien, zum anderen da es Hinweise darauf 

gibt, dass die Kombination mit Everolimus Chemotherapie- und Hormontherapieresistenzen 

überwinden kann und nicht zuletzt aufgrund der schwierigen therapeutischen Situation von 

Patientinnen mit stark vorbehandeltem Mammakarzinom initiierten wir eine prospektive klinische 
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Phase-I-Studie mit der Kombination von Everolimus und wöchentlich fraktioniertem Carboplatin. 

Primäres Studienziel war die maximal tolerierte Dosis dieser Kombination. Bei erfolgreicher Testung 

sollte sich eine Phase-II-Studie unmittelbar anschließen.  
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2 Eigene Ergebnisse 

 

2.1 Antitumoreffekt von Honokiol alleine und in Kombination mit anderen 

antineoplastischen Substanzen am Mammakarzinom 

 

Honokiol ist eine aktive Substanz, die aus Pflanzen der Gattung Magnolia isoliert und aufgereinigt 

wird, für die wachstumshemmende Effekte und Apoptoseinduktion in verschiedenen Tumorzelllinien, 

inklusive Leukämie-, Kolonkarzinom- und Lungenkarzinom-Zelllinien nachgewiesen wurden. Auch die 

Hemmung angiogenetischer Aktivität an humanen Endothelzellen sowie Wachstumshemmung von 

Angiosarcomen in Nacktmäusen wurde nachgewiesen. 

In dieser Studie wurde gezeigt, dass die Behandlung verschiedener humaner Mammakarzinom-

Zelllinien mit Honokiol zu einer zeit- und konzentrationsabhängigen Wachstumsinhibition führt. Dies 

wurde sowohl in ER-positiven als auch -negativen Zelllinien sowie in Adriamycin- und Tamoxifen-

resistenten Zelllinien nachgewiesen. Die Wachstumshemmung war mit einem Zellzyklusarrest in der 

G1-Phase und Induktion von Caspase-abhängiger Apoptose assoziiert.  

Der Effekt von Honokiol könnte gegensätzlich mit der Expression des humanen epidermal growth 

factor receptor 2 (HER2, erbB-2) verbunden sein, da die Ausschaltung der HER2-Expression durch 

siRNA die Sensibilität von HER2-überexprimierenden BT-474-Zellen für die Honokiol-induzierte 

Apoptose signifikant verstärkte. Darüber hinaus wurde der antitumoröse Effekt von Honokiol durch die 

Hemmung der HER2-Signaltransduktion mittels des spezifischen dualen Tyrosinkinaseinhibitors für 

EGFR1 und HER-2 Lapatinib an HER2-überprimierenden Mammakarzinomzellen synergistisch 

verstärkt.  

Schließlich konnte gezeigt werden, dass Honokiol in der Lage war, die Signaltransduktion über den 

PI3K/AKT/MTOR-Signaltransduktionsweg durch Herabregulierung der Akt-Phosphorylierung und 

Hochregulierung der PTEN (Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome Ten)-

Expression abzuschwächen. Die Kombination von Honokiol mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin 

ergab synergistische Effekte auf die Apoptoseinduktion in Mammakarzinomzellen.  

Zusammenfassend ergab sich, dass Honokiol alleine oder dessen Kombination mit anderen 

Substanzen, insbesondere mit mTOR-Inhibitoren oder Lapatinib, interessante Therapieansatze für das 

Mammakarzinom darstellten.  
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2.2 Der MTOR-Inhibitor RAD001 sensibilisiert Tumorzellen in vitro für die 

zytotoxische Wirkung von Carboplatin an Mammakarzinomzellen  

 

Der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg ist in vielen Tumorarten, inklusive dem Mammakarzinom, 

überaktiviert. Es ist bekannt, dass Mammakarzinomzellen oft Resistenzen gegen Standardtherapien 

durch Aktivierung dieses Signaltransduktionswegs entwickeln. Ziel dieser Studie war es zu 

untersuchen, ob eine zielgerichtete Hemmung dieses Signaltransduktionswegs durch Everolimus den 

zytotoxischen Effekt einer konventionellen Chemotherapie verstärken kann.  

Die Zellproliferation wurde mittels 3-(4,5-Dimethythiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid(MTT) -

Test, Zellapoptose mittels ELISA gemessen. Für die Zellzyklusanalyse und Analyse der 

mitochondrialen Membranfunktion wurde die Durchflusszytometrie verwendet; 

Geneexpressionsanalysen auf Proteinebene erfolgten mittels Westernblot.  

Der mTOR-Inhibitor Everolimus verstärkte die Sensibilität von Mammakarzinomzellen für Carboplatin. 

Die Kombination von Everolimus und Carboplatin führte zu einer synergistischen Hemmung von 

Zellproliferation und Caspase-unabhängiger Apoptose in diesen Zellen. In den Mammakarzinom-

Zelllinien MCF-7 und BT-474 wurden synergistische Effekte dieser Kombination auf den G2/M-

Zellzklus-Arrest und auf die Regulierung verschiedener Moleküle, die für die Zellzykus-Transition 

verantwortlich sind, beobachtet. Es zeigte sich, dass auch p53 an den synergistischen Effekten von 

Everolimus und Carboplatin auf die Proliferationshemmung und Apoptose von Mammakarzinomzellen 

beteiligt war. Der Synergismus konnte in allen Zelllinien, die Wildtyp-p53 aufwiesen, demonstriert 

werden, und der Einsatz eines p53-Inhibitors konnte die Wirkung von Everolimus und Carboplatin auf 

p53 und p21 partiell antagonisieren und darüber hinaus auch deren inhibitorischen Effekt auf die 

Zellproliferation entgegenwirken. Gleichwohl fand sich bei zwei p53-mutierten Zelllinien mit hoher Akt-

Expression ein synergistischer Effekt der Kombination auf die Zellproliferation, so dass vermutet 

werden muss, dass ein weiterer alternativer Mechanismus, der dem beobachteten Synergismus 

zugrunde liegt, existiert. Darüber hinaus war der Pancaspase-Inhibitor Z-VAD-FMK nicht in der Lage 

die durch Carboplatin und Everolimus induzierte Apoptose und Proliferationshemmung zu 

antagonisieren. Auch war nach der Kombinationsbehandlung kein Anstieg der Caspase-3-, -8- und -9-

Aktivität messbar. Diese Versuche legten erstmalig nahe, dass diese Apoptose zumindest teilweise 

Caspase-unabhängig verlief.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit legten auf zellulärer Ebene nahe, dass die Kombination von Everolimus 

und Carboplatin ein vielversprechender neuer Therapieansatz für Mammakarzinome darstellt. Auf 

dem Boden dieser Ergebnisse wurde weitere Versuche mit anderen Kombinationspartnern initiiert und 

darüber hinaus eine Phase-I/II-Studie mit der Kombination von Carboplatin und Everolimus für 

Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom konzipiert. 
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2.3 Metformin und der mTOR-Inhibitor Everolimus (RAD001) sensibilisieren 

Mammakarzinomzellen für den zytotoxischen Effekt von Chemotherapeutika in 

vitro 

 

Metformin hat direkten Einfluss auf Zellproliferation und Apoptose von Tumorzellen. Einer seiner 

Schlüsselmechanismen ist die Aktivierung von Adenosinmonophosphat-aktivierter Proteinkinase 

(AMPK). AMPK hat sowohl eine Verbindung zum Pi3K/Akt/mTOR-Signalweg als auch zum 

MAPK/ERK-Signalweg, die beide in Mammakarzinomen häufig dysreguliert vorliegen. Deshalb stellte 

es einen interessanten therapeutischen Ansatz dar, in Mammakarzinomen durch Metformin über 

AMPK mTOR zu hemmen und zugleich mit bekannt wirksamen Zytostatika zu kombinieren. Darüber 

hinaus war es fraglich, ob die duale Blockade des Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs mittels 

eines mTOR-Inhibitors und Metformin einen zusätzlichen Effekt erbringt.  

Das Ziel dieser Untersuchung war es, an unterschiedlichen Mammakarzinom-Zelllinien die 

Antitumorwirkung von Metformin alleine oder in Kombination mit Chemotherapeutika und dem mTOR-

Inhibitor Everolimus zu evaluieren. Die Proliferation von Mammakarzinomzellen wurde mit MTT-Test, 

Apoptose der Zellen mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) und Gen-Expression auf 

Proteinebene mittels Westernblot gemessen. Metformin alleine und in Kombination mit Everolimus 

und/oder Chemotherapeutika (Carboplatin, Paclitaxel oder Doxorubicin) wurde an verschiedenen 

humanen Mammakarzinom-Zelllinien bezüglich Proliferationshemmung, Apoptoseinduktion und 

Autophagie getestet. Metformin-Monotherapie inhibierte die Zellproliferation und induzierte Apoptose 

bei verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien (ER-positive, HER2-überexprimierende und triple-

negative). Der zytotoxische Effekt von Metformin war an triple-negativen Mammakarzinom-Zelllinien 

ausgeprägter als an anderen. Die durch Metformin induzierte Apoptose war zumindest teilweise 

Caspase-abhängig sowie Apoptosis-inducing-factor (AIF)-abhängig. Darüber hinaus führte Metformin 

zur Autophagie der Zellen. Die Hemmung der Autophagie mit Chloroquin verstärkte die Wirkung von 

Metformin, was darauf hindeutete, dass die Metformin-induzierte Autophagie Mammakarzinomzellen 

vor Apoptose schützen kann. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die zusätzliche 

Behandlung der Zellen mit Chemotherapeutika und Metformin sowie Everolimus die 

Zellproliferationshemmung intensivierte. Die Analyse der Zellzyklus-regulierenden Proteine Cyclin D, 

Cyclin E und p27 mittels Westernblot ergab, dass die synergistische Inhibition der G1-Phase des 

Zellzyklus durch die Kombinationsbehandlung mit Metformin, Chemotherapeutika und/oder RAD001 

zur synergistischen Proliferationshemmung beitrug. Zusammenfassend stellen diese Untersuchungen 

eine Rationale für den Einsatz von Metformin innerhalb medikamentöser Behandlungsregime des 

Mammakarzinoms dar, insbesondere aber sollte die Dreierkombination 

Carboplatin/Meformin/Everolimus weiter untersucht werden. 
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2.4. Induktion einer Stressantwort des endoplasmatischen Retikulums durch 

TZD18, einem neuen dualen Liganden für PPAR-α/γ (peroxisome proliferator-

activated receptor α/γ), in humanen Mammakarzinomzellen  

 

Synthetische PPAR-Liganden, insbesondere TZD, waren in der Lage in Malignomen 

Wachstumshemmung und Apoptose zu erzeugen. Sie hatten sich in vitro auch an 

Mammakarzinomzellen als effektiv erwiesen. Ihr ungünstiges Toxizitätsprofil in vivo hatte allerdings 

dazu geführt, dass nach neuren PPAR-Agonisten gesucht wurde, die Antitumoreigenschaften 

aufweisen. Es war gezeigt worden, dass der duale Ligand für PPAR-α/γ (peroxisome proliferator-

activated receptor α/γ) TZD18 zur Wachstumsinhibition und Apoptose von Leukämie- und 

Glioblastomzellen führte.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der gleiche Effekt von TZD18 an sechs humanen Mammakarzinom-

Zelllinien demonstriert. Da es Hinweise gab, dass die Wirkung nicht nur PPAR-vermittelt war und um 

die Mechanismen der von TZD18 induzierten Wachstumsinhibition und Apoptose weitergehend zu 

untersuchen, wurde eine vergleichende Genexpressionsanalyse von TZD18-behandelten und 

unbehandelten MCF-7- und MDA-MB-231-Mammakarzinom-Zelllinien mittels Microarray 

vorgenommen. Die Ergebnisse zeigten, dass viele Gene, die in die Signaltransduktion des 

endoplasmatische Retikulums bei Stress involviert sind, wie CHOP (auch bekannt als DDIT3 oder 

GADD153), GRP78 (HSPA5) und ATF4, stark hoch reguliert wurden. Transfektionsversuche mit 

siRNA (small interference RNA) ergaben, dass die Apoptose und Wachstumshemmung der 

Mammakarzinomzellen entgegen der Erwartungen nicht über PPAR-α oder PPAR-γ vermittelt wurden. 

Dies legte nahe, dass der Hauptmechanismus die Induktion von Retikulumstress beinhaltete. Diese 

Annahme wurde dadurch untermauert, dass die Behandlung von MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen mit 

TZD18 sowohl die Phosphorylierung von PERK (pancreatic endoplasmic reticulum kinase-like 

endoplasmic reticulum kinase) an der α–Subunit des eIF2α (eukaryotic initiation factor 2) induzierte als 

auch zur Hochregulierung von GRP78 und Aktivierung von ATF6, allesamt spezifische Marker für 

Retikulumstress, führte. Mit Pioglitazon hingegen, dem synthetischen PPAR-γ-Liganden, wurden diese 

Veränderungen an Mammakarzinomzellen nicht gesehen. Auch konnte TZD18 diese Veränderungen 

nicht an normalen Mammazellen (MCF-10) induzieren.  

Darüber hinaus erhöhte TZD18 Retikulumstress–assoziierte Zelltod–Regulatoren wie CHOP, DR5, 

GADD34, Bax, and Bak in diesen Mammakarzinom-Zelllinien. Das Ausschalten von CHOP durch 

siRNA antagonisierte, im Gegensatz zur Ausschaltung von PPAR-α oder PPAR-γ, die TZD18-

induzierte Apoptose, was auf die zentrale Rolle von CHOP bei der Apoptose durch TZD18 hinwies. 

Zusätzlich aktivierte TZD18 den Stress-sensitiven MAPK/ERK-Signaltransduktionsweg einschließlich 

p38, ERK und JNK. Der spezifische Inhibitor von MAPK verminderte die TZD18-induzierte 

Wachstumsinhibition in diesen Zellen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Aktivierung von MAPK für die 

TZD18-induzierte Wachstumsinhibition bedeutsam war.  

Zusammenfassend führte TZD18-Behandlung von Mammakarzinomzellen zur Stressantwort des 

endoplasmatischen Retikulums und nachfolgend zu Wachstumshemmung und Caspase-abhängiger 

Apoptose. PPAR-α oder PPAR-γ waren wider Erwarten daran nicht beteiligt. 



 

 60 

Zang C., Liu H., Bertz J., Possinger K., Koeffler H.P., Elstner E. & Eucker J.: 
Induction of endoplasmic reticulum stress response by TZD18, a novel dual ligand for 
peroxisome proliferator-activated receptor alpha/gamma, in human breast cancer 
cells. Molecular Cancer Therapeutics 8, 2009, 2296-307   



 

 61 

 



 

 62 

 



 

 63 

 



 

 64 

 



 

 65 

 



 

 66 

 



 

 67 

 



 

 68 

 



 

 69 

 



 

 70 

 



 

 71 

 



 

 72 

2.5 5-Fluorouracil-Dauerinfusion bei stark vorbehandeltem fortgeschrittenem 

Mammakarzinom  

 

Die Optimierung der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms ist insbesondere bei 

vorbehandelten Patientinnen eine Herausforderung. In der Erst- und Zweitlinientherapie des 

metastasierten Mammakarzinoms gibt es Therapiestandards, wenn auch nicht in jeder Situation. In 

späteren Therapielinien ist die Therapie stark von der klinischen Situation anhängig, die sehr stark 

variieren kann. Das palliative Therapieziel, die Nebenwirkungsraten und Komorbiditäten bestimmen 

die Wahl der Therapie. Aufgrund der starken Vorbehandlung sind Therapien mit geringer Toxizität zu 

favorisieren. Die Wirkung von 5-Fluorouracil (5-FU) als metronomische Therapie, d. h. unter der 

Annahme, dass bei niedrigen, permanenten Plasmaspiegel eines Zytostatikums die Antiangiogenese 

den Hauptwirkmechanismus im Tumor darstellt, beinhaltete die Möglichkeit einer geringen 

Nebenwirkungsrate.  

In dieser retrospektiven Studie wurden alle Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom, die mit 

5-Fluorouracil-Dauerinfusion als Monotherapie an der Medizinischen Klinik m. S. Onkologie und 

Hämatologie (CCM) behandelt wurden, ausgewertet. Die 5-FU-Dosierung betrug zwischen 150 und 

300 mg/m
2
/d als Dauerinfusion. Es wurden 43 Patientinnen identifiziert und ausgewertet. Die 

Patientinnen hatten im Median 3 (1–11) palliative Vortherapien erhalten. 42 Patientinnen konnten 

bezüglich des Ansprechens ausgewertet werden. Bei 5 (12%) Patientinnen wurde ein partielles 

Ansprechen des metastasierten Mammakarzinoms festgestellt, bei 6 (15%) eine 

Krankheitsstabilisierung (SD) ≥6 Monate. Die CB-Rate (komplettes Ansprechen + PR + SD ≥6 

Monate) lag bei 27%. Die mediane Zeitspanne bis zum Fortschreiten der Erkrankung bei Patientinnen 

mit CB lag bei 10 Monaten (3–22). Das Gesamtüberleben betrug 8 Monate (1–75) und ab Zeitpunkt 

der ersten Metastase 42 Monate (9–281). Die Toxizität war selbst bei Patientinnen mit hepatischer 

Insuffizienz gering. Unter den wenigen Patientinnen, bei denen die Therapie während einer 

hepatischen Insuffizienz durchgeführt wurde, konnte zum Teil eine Revision der eigentlich infausten 

Situation erreicht werden.  

Die 5-FU-Dauerinfusion erwies sich als sehr gut verträglich und war selbst in Grenzsituationen, in 

denen keine anderen Zytostatika mehr einsetzbar sind, bei stark vorbehandelten Patientinnen eine 

wirksame Alternative. 
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2.6 Der MTOR-Inhibitor Everolimus in Kombination mit Carboplatin beim 

metastasierten Mammakarzinom - eine Phase-I-Studie  

 

Der MTOR-Inhibitor Everolimus (RAD001) ist eine viel versprechende Substanz, die für die 

Behandlung von soliden Tumoren in verschiedenen Situationen zugelassen ist. Als Monotherapie 

wurde sie für die Therapie des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms in einer täglichen Dosierung von 

10 mg zugelassen. Carboplatin wird in der Therapie verschiedener Malignome eingesetzt und erfuhr in 

den letzten Jahren eine Art „Renaissance“ bei der Therapie des Mammakarzinoms. Die eigenen 

präklinischen Untersuchungen legten die Vermutung nahe, dass die Kombination aus beiden 

Substanzen beim Mammakarzinom effektiver ist als jede Substanz für sich.  

Es wurde eine prospektive monozentrische Phase-I-Studie mit der Kombination von Carboplatin und 

Everolimus beim metastasierten Mammakarzinom durchgeführt. Ziel war es, die maximal tolerable 

Dosis (MTD) von Carboplatin/Everolimus zu ermitteln und die Sicherheit bei vorbehandelten 

Patientinnen zu bewerten.  

Patientinnen mit vorbehandeltem metastasiertem Mammakarzinom erhielten Carboplatin (AUC2, 

wöchentlich, i.v.) und Everolimus in verschiedenen Dosisstufen (Level I: 2,5 mg; II: 5 mg; III: 7,5 mg; 

IV: 10 mg) in einem 21-Tage-Zyklus. Die Therapie wurde fortgesetzt bis zur Progression oder dem 

Auftreten von intolerabler Toxizität. Jeder Dosisstufe (von Stufe I bis III) wurden drei Patientinnen 

zugeordnet, in Dosisstufe IV wurden sechs Patientinnen behandelt. Wenn bei drei Patientinnen keine 

dosislimitierende Toxizität auftrat, wurden die folgenden Patientinnen auf einer Dosisstufe höher 

behandelt.  

15 Patientinnen wurden in die Studie eingeschlossen (medianes Alter: 58 Jahre). Die mediane Anzahl 

vorhergehender Chemotherapien lag bei vier. Zwölf Patientinnen hatten ein Hormonrezeptor-positives, 

fünf ein HER2-überexprimierendes Mammakarzinom. Die Dosisstufen konnten bis zur Stufe IV 

gesteigert werden, da in Stufe I bis III keine dosislimitierende Toxizität aufgetreten war. Sechs 

Patientinnen wurden in Stufe IV behandelt. Definitionsgemäß wurde die Dosisstufe IV als MTD 

bestimmt. Die Patientinnen erhielten im Median vier Zyklen der Therapie; neun komplettierten 

mindestens vier Zyklen, 3 mindestens acht und eine Patientin 13 Zyklen. Insgesamt stellte sich die 

aufgetretene Toxizität als gut handhabbar heraus, die häufigste Grad-3/4-Toxizität umfasste 

Leukopenien bei drei Patientinnen, Thrombozytopenien bei zwei und Infektionen bei je zwei 

Patientinnen. Unter den 14 diesbezüglich auswertbaren Patientinnen erreichten 21% eine partielle 

Remission (PR) ihres Tumors, 43% eine stabile Erkrankung (SD) und bei 36% kam es zur Progression 

(PD) der Erkrankung. Unter den neun Patientinnen, die mindestens vier Zyklen komplettierten, lag die 

Ansprechrate bei: 2/9 PR, 6/9 SD. Carboplatin and Everolimus stellte somit eine relativ gut 

verträgliche Therapie bei Patientinnen mit stark vorbehandeltem metastasiertem Mammakarzinomen 

dar. Everolimus (10 mg/d) and Carboplatin (AUC 2 wöchentlich) wurde als MTD festgelegt. Die 10 mg-

Dosis von Everolimus stimmte mit der zugelassen Dosis für die Monotherapie bei anderen 

Erkrankungen überein. Diese Dosis wurde für die laufende Phase-II-Studie mit dieser Kombination 

weiter verwendet. 
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3 Diskussion  

Die wissenschaftlichen Arbeiten, die in dieser Schrift kumulativ zusammengefasst sind, gliedern sich 

in zwei Teile.  

Zum einen sind es in-vitro-Untersuchungen zu neuen Medikamenten, die beim Mammakarzinom 

potentielle Wirksamkeit gezeigt hatten und bezüglich ihrer Effektivität und ihrer Wirkmechanismen 

weiter analysiert wurden und bei denen der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg eine Rolle spielt. 

Zum anderen geht es um zwei klinische Untersuchungen, die die Anwendung neuer (mTOR-Inhibition 

in Kombination mit Carboplatin) oder etablierter Medikamente (5-Fluorouracil als Dauerinfusion) bei 

Patientinnen metastasiertem Mammakarzinom zum Gegenstand hatten, die direkt oder indirekt die 

Angiogenese beeinflussen.  

Bezogen auf den gesamten Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg weisen etwa 70% aller 

Mammakarzinome eine Dysregulation dieses Signalwegs auf (s. Abschnitt 1.3.1.8) [104]. Die 

vorliegenden präklinischen Untersuchungen befassen sich mit der Beeinflussung des Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionswegs, der zum einen durch den mTOR-Inhibitor Everolimus inhibiert werden kann 

und dessen Inhibition zum anderen durch Kombination mit weiteren zytostatisch wirksamen 

Substanzen effektiv verstärkt werden kann. Everolimus alleine führt zur Proliferationshemmung, 

jedoch nicht zur Apoptose, in den getesteten Mammakarzinomzellen. Zwar gab es initiale Berichte, in 

denen Rapamycin mit Apoptose in Verbindung gebracht wurde, doch konnte in jüngerer Zeit an 

unterschiedlichen Neoplasien nachgewiesen werden, dass mTOR-Inhibitoren als Monosubstanz kaum 

oder gar nicht zur Apoptose führen [72, 78, 88, 126]. Auch unsere Untersuchungen am 

Mammakarzinom und die anderer belegen, dass unabhängig von der Rezeptorexpression (HER2-

Überexpression oder ER-Expression) als auch vom p53-Mutationsstatus die Proliferationshemmung 

im Vordergrund steht [60, 126]. mTOR-Inhibitoren wirken jedoch sensibilisierend auf Tumorzellen für 

die Induktion von Apoptose durch andere Substanzen oder Noxen. Neben der Translations- und 

Proliferationshemmung und Zellzyklusarrest führt mTOR-Inhibition auch zur Inhibition der 

Angiogenese bzw. der Neoangiogenese im Tumorgewebe. mTORC1 fördert die Angiogenese über 

HIF1α (hypoxia-inducible factor 1α), der die VEGF-Produktion stimuliert. Gerade Tumore mit 

dysregulierter Angiogenese erwiesen sich als sensibel für mTOR-Inhibition [80, 174, 201]. Aber nicht 

nur die Inhibition von HIF1α in Tumorzellen wirkt antiangiogenetisch, sondern zugleich auch die 

Unterbrechung der durch VEGF stimulierten Signaltransduktion (durch mTOR-Inhibition) in den 

Endothelzellen [50, 112]. Dies könnte erklären, weshalb trotz der schwachen antiapoptotischen 

Effekte in vitro, eine klinisch signifikante Wirkung nachzuweisen ist, insbesondere bei Tumoren mit 

dysregulierter Angiogenese. Zugleich unterstreicht es aber auch die Bedeutung der 

Kombinationstherapie zur Wirkungsverstärkung. 

Der mTOR-Inhibitor Rapamycin sensibilisierte in den eigenen Untersuchungen Mammakarzinomzellen 

gegenüber der Wirkung von Honokiol und verstärkte signifikant die Apoptose dieser Zellen. Honokiol 

ist ein Extrakt aus der Rinde der Magnolien-Spezies Magnolia officinalis, die in China endemisch 

vorkommt. Es wurde in der traditionellen chinesischen Medizin u. a. als Anxiolytikum verwendet, 

später wurden für Honokiol jedoch auch antiinflammatorische, antithrombotische und antioxidative 
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Eigenschaft nachgewiesen [101, 105, 199]. Honokiol induzierte signifikante Veränderungen im 

Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg. Es konnte mittels Westernblot gezeigt werden, dass unter 

Honokiol-Behandlung verschiedener Mammakarzinom-Zelllinien die Phosphorylierung (Aktivierung) 

von Akt abnahm und der Level von PTEN anstieg. Da auch der HER2-induzierte Wachstumsstimulus 

u. a. über den Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg vermittelt wird, konnte in der vorliegenden 

Arbeit von uns nachgewiesen werden, dass die inhibitorische Wirkung des dualen EGFR/HER2-

Thyrosinkinaseinhibitors Lapatinib durch Honokiol verstärkt wird. Darüber hinaus führte Honokiol als 

Monosubstanz zu einem G1-Zellzyklusarrest, ähnlich wie mTOR-Inhibitoren. Wir vermuten, dass 

zwischen Honokiol und mTOR-Inhibitoren in ihrer Wirkung auf den Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionsweg ein Synergismus an Mammakarzinomzellen nachzuweisen ist. Rapamycin 

allein induzierte bereits eine Proliferationshemmung, wurde Honokiol mit Rapamycin kombiniert, so 

führte das in Mammakarzinomzellen nicht nur zu einer verstärkten Proliferationshemmung, sondern 

darüber hinaus wurde die Honokiol-induzierte Apoptose mittels Rapamycin signifikant verstärkt.  

Der aus der Kombination von mTOR-Inhibitoren und anderen zytostatisch wirksamen Substanzen 

entstehende Synergismus an Tumorzellen ist die wichtigste funktionelle Rationale beim Einsatz der 

mTOR-Inhibitoren. Dies konnten wir nicht nur anhand von Honokiol und Rapamycin, sondern ebenfalls 

anhand von Carboplatin, Paclitaxel, Doxorubicin oder Metformin in Kombination mit Everolimus 

belegen. Dieses Prinzip wurde auch in den klinischen Prüfungen der mTOR-Inhibitoren an 

Patientinnen mit Mammakarzinom zugrunde gelegt [6, 9-12, 121]. Theoretischer Hintergrund ist 

hierbei zusätzlich die Überwindung von Resistenzen. 

Trastuzumabresistenz beim Mammakarzinom ist mit der Aktivierung des Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionswegs assoziiert [106]. Trastuzumabresistenz erwies sich durch Everolimus als 

überwindbar, weshalb eine Phase-I/II-Studie an Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom 

nach Trastuzumab-Vorbehandlung durchgeführt wurde [121]. Die Kombination von Trastuzumab und 

Everolimus führte unter diesen 47 Patientinnen trotz der Trastuzumab-Vorbehandlung immerhin zu 

einer Remissionsrate von 15%, einer CB-Rate von 34% und einem medianen PFS von 4,1 Monaten.  

Erworbene Resistenzen von Mammakarzinomzellen gegen Tamoxifen, Fulvestrant oder gegen 

Östrogenentzug sind ebenfalls mit einer Überaktivierung des Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionswegs assoziiert [27, 116, 117]. Nachdem in vitro nachgewiesen wurde, dass die 

Resistenz gegen Aromatase-Inhibitoren oder Tamoxifen durch mTOR-Inhibitoren revidiert werden 

konnte, wurden klinische Studien initiiert [14, 22, 41]. In zwei klinischen Studien an Patientinnen mit 

metastasiertem Mammakarzinom wurde verifiziert, dass die Hormonresistenz durch die Kombination 

mit Everolimus auch in vivo überwunden werden kann. In der einen, einer randomisierten Phase-II-

Studie, wurde durch Kombination von Tamoxifen und Everolimus die CB-Rate im Vergleich zu 

Tamoxifen allein von 42% auf 61% erhöht. In der Subgruppe der Patientinnen, die eine sekundäre 

Resistenz gegen Aromatase-Inhibitoren aufwiesen, zeigte sich der ausgeprägteste Effekt. Bei diesen 

wurde die mediane Zeit bis zur Tumorprogression von 5 auf 17 Monate verlängert. Letzteres war 

allerdings in dieser Studie nicht das primäre Studienziel und ist deshalb mit Vorsicht zu werten [9]. Bei 

Patientinnen mit Resistenz gegen nicht-steroidale Aromatase-Inhibitoren (Letrozol oder Anastrozol) 

wurde in einer randomisierten Phase-III-Studie die Remissionsrate durch Kombination des steroidalen 

Aromatase-Inhibitors Exemestan mit Everolimus im Vergleich zu Exemestan-Monotherapie von 1% 
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auf 12%, die CB-Rate von 26% auf 51% erhöht und das mediane PFS (primäres Studienziel) von 4 

auf 11 Monate verlängert, was aus klinischer Sicht ein bedeutender Fortschritt in der Therapie des 

metastasierten, vorbehandelten Mammakarzinoms darstellt [11].  

 

In den eigenen Untersuchungen wurde Carboplatin als Kombinationspartner gewählt und zunächst in 

in-vitro-Experimenten mit Everolimus kombiniert, da Platinderivate, wie in Abschnitt 1.4.1 dargelegt, in 

den letzten Jahren wieder verstärkt beim Mammakarzinom zum Einsatz kamen. Everolimus verstärkte 

die Sensibilität von Mammakarzinomzellen für Carboplatin. Die Kombination von Everolimus und 

Carboplatin führte zu einer synergistischen Hemmung von Zellproliferation und darüber hinaus zu 

verstärkter Apoptose in unterschiedlichen Mammakarzinom-Zelllinien.  

Es liegen nur wenige Untersuchungen zur Kombination von Platinderivaten mit mTOR-Inhibitoren an 

unterschiedlichen Tumorarten (Lungenkarzinom, Ovarialkarzinom, Mammakarzinom) vor, die jeweils 

nur Teilaspekte untersucht haben [17, 108, 120]. In allen konnte jedoch ein synergistischer Effekt von 

Platinderivaten und der Kombination mit einem mTOR-Inhibitor nachgewiesen werden. Mondesire et 

al. [120] hatten an Mammakarzinomzellen ebenfalls beobachtet, dass die Kombination von 

Carboplatin, Paclitaxel oder Vinorelbin mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin verstärkt Apoptose 

induzierte. Der Apoptosemechanismus wurde allerdings nur für Paclitaxel und Rapamycin untersucht 

und ergab Caspase-Abhängigkeit der Apoptose. In unseren Untersuchungen mit Carboplatin, das 

einen G2/M-Phase-Arrest induziert, zeigte sich, dass der Pancaspase-Inhibitor Z-VAD-FMK die durch 

Carboplatin und Everolimus induzierte Apoptose und Proliferationshemmung nicht antagonisiert. Auch 

war nach der Kombinationsbehandlung kein Anstieg der Caspase-3-, -8- und -9-Aktivität messbar. 

Diese Versuche zeigten erstmalig, dass diese Apoptose zumindest teilweise Caspase-unabhängig 

verlief. Darüber hinaus zeigte sich, dass bei der Apoptoseinduktion durch die Kombinationstherapie 

p53 involviert ist. Dies war ebenfalls für Paclitaxel und Rapamycin nachgewiesen worden [120]. Da 

Platinderivate insbesondere bei p53-Wildtyp-Zellen besonderes wirksam sind, war ein Synergismus 

besonders bedeutsam [161]. Allerdings zeigte sich in den beiden eigenen Arbeiten eine 

Sensibilisierung für die Apoptose durch mTOR-Inhibition nicht nur in p53-Wildtyp-Zellen sondern auch 

in p53-mutierten Zellen, so dass zwar p53 involviert war, aber ein weiterer Mechanismus beteiligt sein 

musste, der aber noch nicht näher charakterisiert werden konnte. Für einen p53-unabhängigen 

Mechanismus sprach auch, dass die Kombination mit Everolimus die Expression von Proteinen 

inhibierte, die die G2/M-Zellzyklus-Transition regulieren (Cyclin B1, CDK-1 und CDC-25C).  

Außerdem konnte in der vorliegenden Arbeit analog zu einer Arbeit mit Cisplatin+Everolimus an 

Ovarialkarzinomzellen gezeigt werden, dass höhere Akt-Expression in Tumorzellen, d. h. stärkere 

Aktivierung des Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs, mit einer verminderten Wirksamkeit 

einhergeht. Das untermauert die These, dass die mit Akt-Aktivierung einhergehende Resistenz gegen 

Zytostatika durch Kombination mit mTOR-Inhibition aufgehoben werden kann, das folglich auch für 

Platinderivate angenommen werden darf [108, 116].  

 

Ein weiterer indirekter Inhibitor von mTOR ist Metformin. Er hemmt über die Aktivierung von AMPK 

sowie über die Hemmung von ERK den Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg (Abbildung 1). AMPK 

ist ein zentraler zellulärer Energiesensor, dessen Aktivierung durch Metformin zur Unterdrückung 
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energiekonsumierender Prozesse wie Glukoneogenese, Protein- oder Fettsäuresynthese führt und 

beim Diabetes mellitus Typ 2 Besserung der Hyperglykämie und Insulinresistenz bewirkt [159, 177]. In 

Tumorzellen führt die durch Metformin-vermittelte Stimulierung von AMPK zur Inhibition von mTOR, 

indem TSC2 phosphoryliert und stabilisiert wird. Dies gilt als Hauptmechanismus der 

Antitumorwirkung. Es kommt nachfolgend zur Hemmung der pathologischen Zellzyklusprogression, 

des Zellwachstum und der Angiogenese [84]. Retrospektive Untersuchungen legten nahe, dass 

Patienten, die an einem mit Metformin therapierten Diabetes erkrankt sind, eine geringere Inzidenz für 

unterschiedliche Tumore, inklusive des Mammakarzinoms, und ein verlängertes Überleben aufweisen 

[100, 128, 200]. Die Rate der pathologischen kompletten Remissionen (pCR) bei Patientinnen mit 

Mammakarzinom, die eine neoadjuvante Therapie erhielten, lag in einer retrospektiven Studie 

signifikant höher, wenn die Patientinnen einen mit Metformin behandelten Diabetes mellitus hatten 

(pCR 24%). Die Vergleichsgruppe der nicht mit Metformin behandelten Diabetikerinnen wies eine 

pCR-Rate von 8% auf. Im Vergleich zu Patientinnen ohne Diabetes zeigte sich immerhin ein nicht 

signifikanter Trend zu einer besseren pCR unter Metformin (24% versus 16%) [87]. Dies wies zwar 

darauf hin, dass nicht nur durch die Verbesserung der diabetischen Stoffwechselsituation die 

Effektivität der Tumortherapie gesteigert werden kann, sondern dass auch ein direkter Effekt auf den 

Tumor besteht. Gleichwohl ist es bisher nicht zweifelsfrei geklärt, welcher Mechanismus im 

Vordergrund steht.  

Metformin wirkte in-vitro antiproliferativ auf Mammakarzinomzellen, sowohl auf ER-positive, HER2-

überexprimieren sowie triple-negative, in den vorliegenden eigenen Untersuchungen sogar mit einem 

ausgeprägteren Effekt auf die triple-negativen Mammakarzinomzellen. Auch im Nacktmaus-Modell 

inhibierte Metformin das Wachstum triple-negativer Mammakarzinome [4, 102, 195]. Jedoch liegen 

auch Untersuchungen vor, die den Einsatz von Metformin als Monotherapie kritisch infrage stellen. 

Kürzlich sind retrospektive Daten bei der Subgruppe der Patientinnen mit triple-negativem 

Mammakarzinom publiziert worden, die keinen Überlebensvorteil durch Metformin auswiesen [13]. 

Darüber hinaus zeigte eine randomisierte Phase-II-Studie an Patientinnen mit operablem 

Mammakarzinom, die 4 Wochen vor der Therapie mit einer Standarddosis Metformin oder Placebo 

behandelt wurden, dass die proliferative Aktivität des Tumors vor und nach der Therapie nicht 

signifikant unterschiedlich ausfiel. Der antiproliferative Effekt auf Mammakarzinome in vivo scheint, 

zumindest nach kurzer Exposition, eher gering zu sein, wenn Metformin als Monotherapie eingesetzt 

wird [20]. Auch gibt es im Gegensatz zu mTOR-Inhibitoren unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf 

die Angiogenese-Inhibition. In einer Arbeit reduzierte Metforminbehandlung zwar die VEGF-

Expression in ER-positiven Mammakarzinomzellen, bewirkte aber in ER-negativen eher eine 

Stimulierung [140]. 

Auch bei Metformin, das ein günstiges Nebenwirkungsprofil am Patienten aufweist, wurde deshalb in 

den eigenen Untersuchungen der Ansatz verfolgt, die Therapie des Mammakarzinoms mittels 

Kombinationstherapie zu optimieren. Die Kombination von Metformin mit Doxorubicin war in vitro 

deutlich effektiver als jede einzelne der beiden Substanzen beim Mammakarzinom. Im Gegensatz zu 

Doxorubicin allein erwies sich die Kombination nicht nur generell gegen Tumorzellen als wirksam, 

sondern auch gegen Tumorstammzellen [75]. Metformin allein induzierte bereits Apoptose in 

Mammakarzinomzellen, in Kombination mit Carboplatin kam es wiederum zu einem synergistischen 
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Effekt. Dies konnten wir ebenfalls für die Kombination von Metformin mit Paclitaxel und Doxorubicin, 

zwei anderen beim Mammakarzinom hochwirksamen Zytostatika, beobachten. Fügte man noch 

Everolimus hinzu, wurde der Effekt auf den Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionswegs weiter verstärkt, 

der p27-Level wurde weiter erhöht und die Herunterregulierung der Phosphorylierung von 4E-BP1 

wurde intensiviert. Das besondere an der Kombination von mTOR-Inhibition mit Metformin ist die 

synergistische und zugleich differenzierte Wirkung am Pi3K/Akt/mTOR-Signalweg. Auch für die 

Kombination von Metformin mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin (ohne Zytostatika) wurden 

synergistische Effekte auf S6K1 beschrieben. Darüber hinaus kommt es unter Metformin im 

Gegensatz zu mTOR-Inhibitoren, nicht zu dem Feed-back-Mechanismus durch Akt-Aktivierung, der 

der Proliferationshemmung durch mTOR-Inhibition entgegenwirken kann, sondern über eine 

Phosphorylierung der inhibitorische Komponente von IRS-1 zu einer Inhibition dieses Feed-back-

Mechanismus [195]. Zugleich wirkt AMPK ebenfalls auf den ERK-Signaltransduktionsweg, so dass in 

die Metformin-induzierte Apoptose nicht nur der mTOR/Akt/Pi3K- sondern auch den ERK-

Signaltransduktionsweg involviert ist [110]. Neuere Daten zeigten auch, dass Metformin in triple-

negativen Mammakarzinom-Zelllinien die Stat3-Aktivierung inhibierte und Stat3-Knockdown die 

Metforminwirkung verstärkte. Somit muss auch Stat3 als ein wichtiger Regulator der Metforminwirkung 

über den JAK2/Stat-Signaltransduktionsweg angesehen werden [42]. Der Nachweis der Hemmung 

mehrerer Signalkaskaden durch Metformin sowie des Feed-back-Mechanismus unterstützt unsere 

Beobachtung eines zusätzlichen Effekts in Kombination mit mTOR-Inhibition. Zugleich könnte aber 

auch eine effektivere Hemmung durch duale Inhibition des Pi3K/Akt/mTOR-Singaltransduktionswegs 

die Ursache sein.  

 

Ein anderer Ansatz, die Therapie des Mammakarzinoms zu optimieren, war zunächst die PPAR-γ-

vermittelte Wirkung auf Mammakarzinome in vitro zu untersuchen. Synthetische PPAR-γ-Liganden, 

Substanzen, die in eigenen Arbeiten bereits zuvor auch an Mantelzelllymphom-Zelllinien und Myelom-

Zelllinien untersucht worden waren, stellten, wie in Abschnitt 1.3.2.3 beschrieben, zunächst einen 

vielversprechenden Ansatz dar [51-52]. Sie induzierten auch bei Mammakarzinomen eine 

Wachstumshemmung, die mit Zellzyklusarrest in der G1-Phase assoziiert war [190, 192]. Auch wurde 

in Mammakarzinomzellen nachgewiesen, dass der natürliche PPAR-γ-Ligand 15d-PGJ2 und die TZD 

Rosiglitazon, Ciglitazon und Troglitazone selektiv die Genexpression von Cyclin D1 inhibieren [143, 

181, 192]. Der G1-Zellzyklus-Arrest und die Abnahme von Cyclin D1 waren zugleich mit einer 

Hemmung der Pi3K-Aktivität assoziiert [5]. Sowohl die Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktion als auch 

die Signaltransduktion über ERK wurden hierdurch inhibiert, somit waren auch - wenn auch nicht 

ausschließlich - die gleichen Transduktionswege wie bei Metformin und mTOR-Inhibitoren involviert 

[141]. Als ein Wirkungsmechanismus von PPAR-γ-Agonisten wurden auch die Hochregulierung von 

PTEN, einem Tumorsupressor des Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktonsweg beschrieben [137]. In 

Mammakarzinomen zeigten sich erhöhte Expressionslevel von PTEN, eine Abnahme der Akt-

Phosphorylierung, ein Anstieg von Bax und Abnahme von Bcl-2, wenn sie mit Rosiglitazon behandelt 

wurden [93]. Auch in Lungenkarzinomzellen reduzierte Rosiglitazon die Phosphorylierung von Akt und 

steigerte die PTEN-Proteinexpression sowie die Phosphorylierung von AMPK und zugleich reduzierte 
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es, downstream von mTOR, die Phosphorylierung von S6K1, so dass eine Hemmung des 

Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktion als ein Wirkmechanismus wahrscheinlich ist [70].  

Allerdings war schon zu jenem Zeitpunkt eine ausgeprägte Hepatotoxizität für TZD beobachtet 

worden, anfangs nur für Troglitazon, später auch für Rosiglitazon. Der wahrscheinlichste 

Mechanismus der Hepatotoxizität der PPAR-Agonisten war die Induktion von H2O2 über die β-

Oxidation von Fettsäuren. Es ist davon auszugehen, dass auch Pioglitazon diesen Mechanismus 

induziert. Da Pioglitazon jedoch eine geringere Affinität zu PPAR-γ aufweist, besitzt es deshalb 

möglicherweise ein günstigeres Nebenwirkungsprofil. Da die Toxizität, die bei einem potentiellen 

Einsatz von Rosiglitazon oder auch Pioglitazon als Zytostatikum auftreten könnte, besondere Vorsicht 

bei Vorschädigung der Leber, z. B. bei hepatischer Metastasierung, und bei hepatotoxischer 

Begleitmedikation (z. B. Taxane) nahelegen würde, sowie die Erkenntnis, dass die Dosen, die zur 

Proliferationshemmung im Zellkulturmodell verwendet wurden, deutlich oberhalb des therapeutischen 

Bereichs beim Diabetes mellitus lagen, führte dazu, dass wir diesen Ansatz zunächst nicht weiter 

verfolgten. Sie legte vielmehr die Verwendung alternativer PPAR-Agonisten nahe, z. B. dualer 

Agonisten. In den eigenen Untersuchungen wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die Behandlung von 

humanen Mammakarzinom-Zelllinien mit TZD18, einem dualen PPAR-α/γ-Agonisten, einen 

Wachstumsstop induziert und zur Apoptose führt, die mit der zellulären Reaktion auf 

endoplasmatischem Retikulumstress verbunden ist. Es stellte sich heraus, dass die Ausschaltung der 

Expression von PPAR-α oder PPAR-γ mittels siRNA keinen wesentlichen Einfluss auf die TZD18-

induzierte Proliferationshemmung an Mammakarzinomzellen hatte, was stark darauf hindeutete, dass 

die Aktivierung von PPAR-α und/oder PPAR-γ in dieser Hinsicht nicht bedeutsam waren. Ein 

Phänomen, das auch mit anderen TZD bereits beobachtet worden war. Auch bei der Wirkung anderer 

TZD, z. B. Troglitazon und Ciglitazon, spielten weitere möglicherweise nicht PPAR-vermittelte 

Mechanismen ebenfalls eine Rolle [2, 56, 182, 193]. Zum Beispiel konnte für die TZDs gezeigt 

werden, dass sie die Ubiquitin-abhängige proteasomale Degradation von Zellzyklus und Apoptose-

regulierenden Proteinen (u. a. ß-Catenin, Cyclin D1) fördern. In Hormonrezeptor-positiven und –

negativen Mammakarzinomzellen konnte mit PPAR-γ-inaktiven TZDs Cyclin D1 unterdrückt werden, 

ohne dass die mRNA-Level verändert wurden, so dass hier eine posttranskriptionelle Regulierung 

postuliert werden musste [36, 79, 182]. In Prostatakarzinomzellen wurde beobachtet, dass TZDs 

unabhängig von PPAR-γ die antiapoptotische Funktion von Bcl-2 und anderer proapoptotischer 

Proteine hemmen [160]. Auch hatte der Rezeptorstatus der unterschiedlichen getesteten 

Mammakarzinom-Zelllinien keinen Einfluss auf die TZD18-Wirkung. Es bleibt aber unklar, inwieweit 

die Effektivität von TZDs, wie Rosiglitazon oder Pioglitazon, beim Mammakarzinom PPAR-vermittelt 

ist und inwieweit andere Mechanismen zur Proliferationshemmung und Apoptose beitragen. Die 

Wirkung TZD18, dem dualen PPAR-α/γ-Agonisten, wurde nicht PPAR-vermittelt.  

 

Als weiterer Ansatz zur Verbesserung der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms wurde 

neben den in-vitro-Untersuchungen eine klinische Untersuchung durchgeführt. Parallel zu den 

Zellkulturexperimenten wurde versucht, anhand einer retrospektive Analyse der Patientinnen mit 

metastasiertem Mammakarzinom, die in der Medizinische Klinik m. S. Onkologie Hämatologie, 

Campus Charité Mitte, therapiert wurden, Erkenntnisse über die Effektivität einer bekannten, aber bis 
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dato wenig systematisch untersuchten, Therapiemodalität zu erlangen, der niedrigdosierten 5-FU-

Dauerinfusion als palliative Chemotherapie des Mammakarzinoms.  

Es wurde in der Vergangenheit eine Vielzahl neuer Substanzen entwickelt, die in klinischer Testung 

sind oder Zulassung für die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms erhalten haben [53]. 

Altbewährte Zytostatika wie 5-FU werden in der klinischen Praxis oft durch neuere Substanzen 

abgelöst, nicht immer wegen deutlicher Effektivitätsunterschiede, sondern auch, weil zu alten 

Substanzen keine randomisierten Studien vorliegen und auch keine mehr durchgeführt werden.  

Die Landschaft der Arzneimittelprüfungen hat sich in den letzten zwei Jahrzehnten erheblich 

verändert. Die gesetzlichen Maßnahmen zur Verbesserung der Reliabilität klinischer 

Arzneimittelprüfungen hat zur Folge, dass die Durchführung erheblich teuerer und aufwendiger 

geworden ist und somit eine Tendenz dahingehend besteht, dass wissenschaftlich interessante 

klinische Studien nur dann durchgeführt werden können, wenn eine entsprechende finanzielle 

Unterstützung stattfindet. Dieses setzt aber das Interesse von Sponsoren voraus, das bei 

Arzneimittelstudien oft marktwirtschaftlich gesteuert ist. In dieser Studie wurde versucht, mit möglichst 

einfachen Mitteln Erkenntnisse über eine Therapie zu gewinnen, an der zurzeit kein merkantiles 

Interesse mehr besteht. Ein Sponsoring fand nicht statt. 

Insbesondere stark vorbehandelte Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom können in 

späteren Therapielinien, in denen kein einheitlicher Standard mehr existiert, vom Einsatz bewährter 

Zytostatika profitieren. Um hier die Evidenzlage zu verbessern, wurde die 5-FU-Dauerinfusion 

untersucht. 5-FU ist zwar ein bewährtes Medikament zur Therapie des Mammakarzinoms, jedoch war 

die niedrigdosierte Dauerinfusion nicht gut untersucht. 5-FU wurde als metronomische Therapie 

eingesetzt, d. h. es wird davon ausgegangen, dass bei niedrigem, permanentem Plasmaspiegel eines 

Zytostatikums die Antiangiogenese den Hauptwirkmechanismus gegen den Tumor darstellt [136]. 

Auch die mTOR-Inhibition beinhaltet einen antiangiogenetischen Effekt. Zum einen unterbindet 

mTOR-Hemmung die durch VEGF-induzierte Signalkaskade in Endothelzellen und zum anderen 

kommt es in Tumorzellen vermittels HIF1α zu verminderter VEGF-Produktion (Abbildung 1) [50, 112]. 

Es gibt Hinweise für einen Synergismus bezüglich der antiangiogenetischen Wirkung von mTOR-

Inhibitoren und 5-FU. In einer Phase-I-Studie, in der 5-FU in einer hohen Dosierung mit Rapamycin an 

soliden Tumoren kombiniert wurde, kam in mehreren Fällen zu einer Darmperforation, einer für 

Angiogenese-Inhibition typischen unerwünschten Wirkung, die für beide Substanzen allein nicht 

beschrieben war [142]. 

In unserer Studie sollte zunächst evaluiert werden, ob die 5-FU-Dauerinfusion, den klinischen 

Ansprüchen an eine palliativmedizinische medikamentöse Therapie gerecht wird, da es bisher nur 

wenige Untersuchungen hierzu beim Mammakarzinom gab [26, 35, 89, 145]. Darüber hinaus sollte die 

Analyse die Grundlage für eine eventuelle Kombinationstherapie mit einem mTOR-Inhibitor bilden, 

sofern ausreichende Effektivität in diesem Dosisbereich nachzuweisen wäre.  

Als wesentliche Therapieziele in der palliativen Tumortherapie seien erwähnt: Bewahrung der 

seelischen und körperlichen Integrität, Erhaltung oder Verbesserung der Lebensqualität des 

Patienten, Symptomkontrolle und Lebensverlängerung, die nicht nur, aber auch, durch Tumorkontrolle 

erreicht werden können. In unserer Studie konnten aus methodischen Gründe bezüglich einer 

Lebensverlängerung keine exakten Vergleiche hergestellt werden, denn es handelte sich um eine 
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retrospektive, nicht-randomisierte Studie; auch war die Patientenzahl (n=43) relativ gering. Die 

methodisch wünschenswerte Evaluation der Lebensqualität war aufgrund des retrospektiven 

Charakters ebenfalls nicht möglich. Als grobe Surrogatparameter für Lebensqualität bei Studien zur 

palliativen Therapie werden üblicherweise die CB-Rate und die Nebenwirkungsraten herangezogen. 

Es zeigte sich eine relativ niedrige Nebenwirkungsrate, es wurde keine CTC(common toxicity criteria)-

Grad-4-Toxizität dokumentiert, lediglich fünf Patientinnen erlitten Grad-3-Toxizitäten. Zugleich fand 

sich eine relativ hohe Effektivität (CB-Rate: 27%), stellte man die im Median fünf Vortherapien der 

Patientinnen in Rechnung. In älteren Studien zur 5-FU-Dauerinfusion war die Messung der CB-Rate 

noch nicht obligat, so dass bisher dazu keine Angaben zum vorbehandelten metastasierten 

Mammakarzinom vorlagen, die Ansprechraten bei vorbehandelten Patientinnen waren vergleichbar 

[26, 35, 89, 145]. Die Nebenwirkungsrate stellte die Stärke dieser Therapie dar, insbesondere die 

geringe Hepatotoxizität.  

Für Patientinnen mit Mammakarzinom in einer metastatisch bedingten fortgeschrittenen 

Leberinsuffizienz, ist die metronomische 5-FU-Dauertherapie oft die einzige Therapieoption, da 

Taxane, Anthrazykline, Vinorelbin, Eribulin, Methotrexat und Gemcitabin entweder kontraindiziert sind 

oder bei Leberinsuffizienz mit einer unabschätzbaren Toxizität einhergehen. In unserer Studie wurden 

sechs Patientinnen, auf die diese Situation zutraf, mit ausgewertet, drei davon zeigten ein Ansprechen 

i. S. eines Bilirubinabfalles, eine zeigte ein objektives Ansprechen des Tumors, das mehr als 6 Monate 

anhielt. Gleichwohl ist der retrospektive Charakter dieser Studie bei der Interpretation dieser Daten zu 

berücksichtigen. Nicht alle Toxizitäten werden im klinischen Alltag in den Akten dokumentiert, so dass 

hier eine nicht unwesentliche Fehlerquelle bestand. Auch unterlag die Auswertung des Ansprechens 

nicht einer zweiten unabhängigen Begutachtung. Somit konnten die Ergebnisse nur zur Generierung 

einer Hypothese verwendet werden, die in prospektiven Untersuchungen zu überprüfen wäre. 

Allerdings ist vor dem Hintergrund des aktuellen Arzneimittelgesetzes, das eine klinische Studie mit 

einem erheblichen bürokratischen und damit finanziellen Aufwand verbindet, eine Arzneimittelprüfung 

in den meisten Fälle nur noch mit finanzieller Unterstützung aus der pharmazeutischen Industrie 

möglich. Die bewährte, nicht mehr einem Patent unterliegende Substanz 5-FU wird jedoch von 

minderem Interesse für die pharmazeutische Industrie sein. Die gute Verträglichkeit und Effektivität 

rechtfertigen 5-FU-Dauerinfusion zukünftig in Kombination mit Pi3K- oder mTOR-Inhibitoren zu testen. 

An Magenkarzinomzellen sowie an Zellen des hepatozellulären Karzinoms konnte bereits in vitro ein 

Synergismus von mTOR-Inhibition und 5-FU nachgewiesen werden [18, 25]. Sowohl die mTOR-

Inhibition als auch die duale Pi3K/mTOR-Inhibition erhöhten die Sensitivität von Tumorzellen für 5-FU 

und das Tumorwachstum wurde durch die Kombination stärker inhibiert als durch die 

Einzelsubstanzen [18]. Jedoch sollte auf eine niedrige Dosierung der 5-FU-Dosis geachtet werden, da 

sich höhere Dosierungen in Kombination mit Rapamycin in einer Phase-I-Studie bereits als schlecht 

verträglich erwiesen hatten [142].  

 

Die präklinischen Untersuchungen mit dem mTOR-Inhibitor Everolimus bildeten die experimentelle 

Grundlage für die prospektive monozentrische Phase-I-Studie mit Carboplatin und Everolimus. Auch 

wenn, wie oben dargelegt, die Überwindung von Resistenzen durch Hemmung des Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionswegs der wichtigste Ansatz für diese Kombination darstellte und hierzu in-vitro wie 
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in-vivo Belege vorlagen, so ist es das Wesen einer Phase-I-Studie, dass zunächst nur die MTD als 

primäres Studienziel bestimmt und die Verträglichkeit getestet wird. Effektivitätsanalysen wurden zwar 

vorgenommen waren aber nicht primäres Studienziel und lassen keine sicheren Aussagen zur 

Wirksamkeit zu. Carboplatin wurde, ähnlich wie die 5-FU-Therapie, in einer niedrigen Dosis (AUC2) 

wöchentlich appliziert, weil gerade bei zytostatisch vorbehandelten Patientinnen zumeist eine 

eingeschränkte Knochenmarkreserve besteht und eine wöchentliche Gabe eine bessere Steuerbarkeit 

der Toxizität ermöglicht als eine dreiwöchige Applikation. Es kam im Rahmen der Studie, wie 

antizipiert, zu relativ vielen Therapieunterbrechungen, aber nur in 4 von 15 Patientinnen war eine 

Dosisreduktion notwendig. Thrombozytopenie, Leukopenie, Hypercholesterinämie, Mukositis und 

Diarrhoe waren die häufigsten therapiebedingten unerwünschten Wirkungen. Leukopenie und 

Thrombozytopenie waren die häufigsten unerwünschten Wirkungen vom CTC-Grad 3 und 4, die eher 

Carboplatin als Everolimus zuschreiben sind, wenn auch Everolimus als Monotherapie eine 

leichtgradige Hämatotoxizität induziert [121-122, 189]. Es wurden keine bisher nicht bekannten 

unerwünschten Wirkungen der Prüfsubstanzen beobachtet. Everolimus (10 mg/d) und Carboplatin 

(AUC 2 wöchentlich) wurde als MTD festgelegt.  

Die Dosis von 10 mg/d hatte sich in den meisten Studien an unterschiedlichen Malignomen inklusive 

hämatologischer Neoplasien sowohl in der Kombinationstherapie als auch der Monotherapie als MTD 

herausgestellt [6, 8, 59, 121, 170, 191]. Sie stimmte auch mit der für Nierenzellkarzinom und 

neuroendokrine Tumore zugelassenen Dosis überein. Lediglich in der Kombination mit Gefitinib fand 

sich in einer Phase-I-Studie an Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom unter der 10 mg-

Dosis eine dosislimitierende Toxizität, so dass 5 mg Everolimus pro Tag in Kombination mit 250 mg 

Gefitinib als MTD festgelegt wurde. Dort war es unter in der 10-Dosis-Stufe zu einem Todesfall 

gekommen, der ätiologisch nicht sicher zu klären war, jedoch eine Therapieassoziation bestand [119].  

Die Ergebnisse mit Carboplatin und Everolimus rechtfertigten die weitere Untersuchung dieser 

Kombination, da sie zum einen den palliativmedizinischen Ansprüchen einer moderaten Toxizität 

gerecht wurden, zum anderen auch bei 3 von 14 auswertbaren Patientinnen Remissionen beobachtet 

wurden, d. h. Unwirksamkeit der Therapie ausgeschlossen werden konnte. Eine klinische Phase-II-

Studie mit der Kombination wird deshalb zurzeit an unserer Klinik durchgeführt.  
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4 Ausblick 

Die Polychemotherapie oder eine Kombinationstherapie mit zytostatischem Effekt beinhaltet immer die 

Möglichkeit eines Synergismus bezüglich der Effektivität und verminderter unerwünschter Wirkungen, 

da die einzelnen Substanzen niedriger dosiert werden können, insbesondere dann, wenn 

unterschiedliche Wirkmechanismen zugrunde liegen und somit keine additiven Effekte bei den 

unterwünschten Wirkungen entstehen. Dieses Potential besitzt die Kombination von Chemotherapie 

mit Substanzen, die den Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg in Mammakarzinomen inhibieren, 

sei es Metformin oder Everolimus.  

Nach den eigenen in-vitro-Daten käme auch eine Kombination der Chemotherapie mit Everolimus, 

Metformin oder beiden infrage. Insbesondere die Kombination von Carboplatin und Everolimus wird an 

der Medizinischen Klinik m. S. Onkologie und Hämatologie, Charité – Universitätsmedizin Berlin, als 

vielversprechender Ansatz für das metastasierte Mammakarzinom bereits klinisch getestet. Nach 

Abschluss der monozentrischen Phase-I-Studie mit Carboplatin und Everolimus bei Patientinnen mit 

vorbehandeltem metastasiertem Mammakarzinom wurde die klinische Prüfung in einer Phase-II 

fortgesetzt. Die Ergebnisse müssen abgewartet werden.  

Es sind verschiedene neue Substanzen in Entwicklung, die den Pi3K/Akt/mTOR-Signalweg inhibieren. 

Zurzeit liegen die meisten klinischen Daten zu den mTOR-Inhibitoren Temsirolimus und Everolimus 

vor. Für die kombinierte antihormonelle Therapie gibt es bereits erfolgversprechende Ergebnisse von 

Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom. Es ist absehbar, dass die Hemmung des 

Pi3K/Akt/mTOR-Signalwegs, sei es durch direkte mTOR-Inhibitoren, durch duale Inhibitoren, die Pi3K 

und mTOR parallel inhibieren, oder reine Pi3K-Inhibitoren als Kombinationspartner für Chemotherapie 

oder antihormonelle Therapie zur Optimierung beitragen wird. Klinische Prüfungen mit vollständigerer 

Hemmung des Pi3K/Akt/mTOR-Signalwegs sind im Gange und könnten, sofern höhere Effektivität 

nicht mit einer höheren Rate unerwünschter Wirkungen assoziiert ist, die Therapie weiter verbessern.  

Eine klinische Studie mit Carboplatin mit Metformin +/- Everolimus wäre eine weitere interessante 

Kombination. Der Nachweis der Hemmung mehrer Signalkaskaden durch Metformin sowie des Feed-

back-Mechanismus unterstützt die Beobachtung eines zusätzlichen Effekts in Kombination mit mTOR-

Inhibition. Zugleich könnte aber auch eine effektivere Hemmung durch duale Inhibition des 

mTOR/Akt/Pi3K-Singaltransduktionswegs die Ursache der Wirkverstärkung sein. Aufgrund des 

günstigen und wenig überlappenden Nebenwirkungsprofiles wäre eine in-vivo-Untersuchung 

anzustreben. 

Aufgrund der widersprüchlichen Daten bezüglich des Wirkmechanismus der TZD und des 

wahrscheinlich nicht PPAR-vermittelten Wirkung von TZD18 sollte zunächst versucht werden, die 

Wirkmechanismen in-vitro weiter aufzuklären. Auch existieren bisher keine Daten über in-vivo-

Nebenwirkungen von TZD18. Dies zu untersuchen wäre der nächste Schritt, bevor eine 

weitergehende klinische Testung sinnvoll ist.  

Um die Effektivität und unerwünschte Wirkungen der 5-FU-Dauerinfusion als metronomische Therapie 

mit höherer Evidenz als mit der vorliegenden retrospektiven Analyse bewerten zu können, wäre eine 

prospektive Prüfung, zunächst als Phase-II-Studie, anzustreben. Im Falle der Bestätigung der hier 
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dargestellten Ergebnisse wäre eine Phase-III-Studie sinnvoll, d. h. ein prospektiver Vergleich mit einer 

anderen etablierten palliativen Therapie bei vorbehandelten Mammakarzinomen. Auch der Vergleich 

mit Capecitabin, einem Prodrug von 5-FU, wäre zu evaluieren, insbesondere inwieweit sich die 

pharmakodynamischen und kinetischen Unterschiede der beiden Substanzen auf die Effektivität bei 

vorbehandelten Mammakarzinomen auswirken. Mehr noch würde sich die Kombination der 

niedrigdosierten 5-FU-Dauerinfusion mit einem mTOR-Inhibitor anbieten, da ein synergistischer 

antiangiogenetischer Effekt auf Mammakarzinome wahrscheinlich ist. 

Insgesamt unterstützen die vorliegenden Daten die Beobachtung, dass die Chemotherapie oder die 

endokrine Therapie weiterhin die Grundlage der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms 

darstellen, die zwar durch neue Substanzen wie Metformin oder Everolimus ergänzt und verstärkt 

werden können, jedoch bis dato nicht durch sie ersetzbar sind.  
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5 Zusammenfassung 

Die in dieser Schrift kumulativ zusammengefassten wissenschaftlichen Arbeiten gliedern sich in zwei 

Teile: zum einen in in-vitro-Untersuchungen zu neuen Medikamenten, die beim Mammakarzinom 

potentielle Wirksamkeit gezeigt hatten und bezüglich ihrer Effektivität und ihrer Wirkmechanismen 

weiter analysiert wurden und bei denen der Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg eine Rolle spielt; 

zum anderen in klinische Untersuchungen, die die Anwendung neuer Medikamente (mTOR-Inhibition 

in Kombination mit Carboplatin) oder etablierter Medikamente (5-Fluorouracil als Dauerinfusion) bei 

Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom zum Gegenstand haben.  

Wir konnten zeigen, dass die Behandlung verschiedener humaner Mammakarzinom-Zelllinien mit 

Honokiol, einem Extrakt aus der Rinde der Magnolien-Spezies Magnolia officinalis, zu einer zeit- und 

konzentrationsabhängigen Wachstumsinhibition in verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien führt. 

Die Wachstumshemmung war mit einem Zellzyklusarrest in der G1-Phase und Induktion von 

Caspase-abhängiger Apoptose assoziiert. Durch Honokiol wurde die Signaltransduktion über den 

Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg durch Herabregulierung der Akt-Phosphorylierung und 

Hochregulierung der PTEN-Expression abschwächt, und es zeigte sich, dass die Kombination von 

Honokiol mit einem mTOR-Inhibitor (Rapamycin) synergistisch auf die Apoptoseinduktion von 

Mammakarzinomzellen wirkt.  

Die Pi3K/Akt/mTOR-Inhibition wurde im Zellkulturmodell näher untersucht, und wir konnten zeigen, 

dass der mTOR-Inhibitor Everolimus, ein Rapamycin-Derivat, die Sensibilität von 

Mammakarzinomzellen für das konventionelle Zytostatikum Carboplatin verstärkte. Die Kombination 

von Everolimus und Carboplatin führte zu einer synergistischen Hemmung der Zellproliferation. 

Everolimus verstärkte den Carboplatin-induzierten G2/M-Zellzyklus-Arrest und führte in der 

Kombination zu Caspase-unabhängiger Apoptose in verschiedenen Mammakarzinomzellen.  

Metformin, das über AMPK ebenfalls den Pi3K/Akt/mTOR-Signaltransduktionsweg inhibiert, wurde als 

Monosubstanz oder in Kombination mit Everolimus und/oder Chemotherapeutika (Carboplatin, 

Paclitaxel oder Doxorubicin) an verschiedenen humanen Mammakarzinom-Zelllinien bezüglich 

Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion getestet. Metformin-Monotherapie inhibierte die 

Zellproliferation und induzierte Apoptose. Der zytotoxische Effekt von Metformin war an triple-

negativen Mammakarzinom-Zelllinien ausgeprägter als an anderen und die durch Metformin induzierte 

Apoptose war zumindest teilweise Caspase-abhängig. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass 

die zusätzliche Behandlung der Zellen mit Chemotherapeutika und Metformin sowie Everolimus die 

Proliferationshemmung intensivierte.  

Die Ergebnisse mit Everolimus legten nahe, dass das Prinzip der Hemmung des Pi3K/Akt/mTOR-

Signaltransduktionswegs, sei es durch Everolimus oder Metformin, beim Mammakarzinom eine 

vielversprechende Therapieoption darstellt, insbesondere in Kombination mit anderen Wirkprinzipien. 

Hiermit wurde eine experimentelle Grundlage geschaffen, die eine Untersuchung in vivo rechtfertigte. 

Ein weiterer Ansatz zur Optimierung der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms war der 

Einsatz von PPAR-Liganden. Es wurde gezeigt, dass ein dualer Ligand für PPAR-α/γ (TZD18) zur 

Wachstumsinhibition und Apoptose an sechs humanen Mammakarzinom-Zelllinien führte. Da es 
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Hinweise gab, dass die Wirkung nicht nur PPAR-vermittelt war und um die Mechanismen der von 

TZD18 induzierten Wachstumsinhibition und Apoptose weitergehend zu untersuchen, wurde eine 

vergleichende Genexpressionsanalyse von TZD18-behandelten Mammakarzinom-Zelllinien mittels 

Microarray vorgenommen. Die Ergebnisse zeigten, dass viele Gene, die in die Signaltransduktion des 

endoplasmatische Retikulums bei Stress involviert sind, signifikant hoch reguliert wurden. Zusätzlich 

aktivierte TZD18 den Stress-sensitiven MAPK/ERK-Signaltransduktionsweg einschließlich p38, ERK 

und JNK. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die Aktivierung von MAPK für die TZD18-induzierte 

Wachstumsinhibition bedeutsam war. Somit konnte nachgewiesen werden, dass sich die Wirkung von 

TZD18 über Retikulumstress entwickeln könnte und nicht allein über PPAR vermittelt wird, jedoch 

blieb der genauere Wirkmechanismus noch weiter zu klären und über die klinische Bedeutung konnte 

noch keine Aussage getroffen werden.  

Die klinischen Untersuchungen zur Optimierung der Therapie des Mammakarzinoms umfassten zum 

einen eine retrospektive Studie, mit der die Evidenz für die Wirksamkeit einer 5-FU-Dauerinfusion 

erhöht werden sollte. Als Wirkmechanismus wurde in dieser Dosis insbesondere ein 

antiangiogenetischer Effekt postuliert. Der Einsatz von 5-FU als Dauerinfusion im Sinne einer 

metronomischen Therapie zeigte eine Ansprechrate von 12% und eine Krankheitsstabilisierung in 

15% der Fälle sowie eine CB-Rate von 27% bei insgesamt moderaten Nebenwirkungen. Bei weit 

fortgeschrittenen und vorbehandelten Mammakarzinomen konnte anhand dieser retrospektiven 

Auswertung gezeigt werden, dass es ein Chemotherapie-Regime mit geringer Knochenmarktoxizität 

gibt, das u. a. auch bei metastasenbedingter hepatischer Insuffizienz noch einsetzbar ist. Eine 

Kombination mit mTOR-Inhibitoren, die ebenfalls eine nachgewiesene Wirksamkeit auf die VEGF-

Produktion besitzen, wäre nach diesen Daten ein potentieller Kombinationspartner für 5-FU. 

Nicht zuletzt wurde auf dem Boden der eigenen in-vitro-Untersuchungen mit Carboplatin und dem 

mTOR-Inhibitor Everolimus eine prospektive monozentrische klinische Phase-I-Studie mit Carboplatin 

und Everolimus für Patientinnen mit stark vorbehandeltem metastasiertem Mammakarzinom initiiert. 

Primärer Studienparameter war die maximal tolerable Dosis. Carboplatin in Kombination mit 

Everolimus stellte sich als relativ gut verträgliche Therapie bei Patientinnen mit stark vorbehandeltem 

metastasiertem Mammakarzinomen dar. Everolimus (10 mg/d) und Carboplatin (AUC 2 wöchentlich) 

wurde als MTD festgelegt. Die 10-mg-Dosis von Everolimus stimmte mit der für andere 

Tumorentitäten zugelassenen Dosis überein. Diese Dosis wird zurzeit in einer laufenden Phase-II-

Studie mit dieser Kombination bei gleicher Indikation weiter untersucht.  
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