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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Leiomyosarkome

Leiomyosarkome (LMS) sind maligne, mesenchymale Neoplasien, die eine glattmuskuldre
Differenzierung aufweisen, die mit einem Anteil von 10 - 20% aller bdsartigen
Weichgewebstumoren zu den hiufigsten Sarkomsubtypen gehoren [1, 2].

Analog zu vielen anderen Sarkomen zeigen Leiomyosarkomzellen mikroskopisch eine
spindelzellige Morphologie. Makroskopisch sind sie von vielfdltiger Gestalt und Grof3e. An der
Schnittfliche weisen sie meist eine graue bis weillbraune Farbung auf.

Primér Leiomyosarkome lassen sich bei geschlechtsunspezifischer Betrachtung in drei
lokalisierte Gruppen einteilen. Diese sind in der Subkutis bzw. den tiefen
Weichgewebsschichten zu  finden. AuBerdem existieren abdominal lokalisierte
Leiomyosarkome und Tumoren mit vaskuldrem Ursprung [3].

Prinzipiell ist die Entstehung von Leiomyosarkomen an allen Lokalisationen des Korpers
moglich. Allerdings stellen in absteigender Haufigkeit das Retroperitoneum, die Extremititen
und der Uterus die haufigsten Primadrtumorregionen dar. [4]

Geschlechterspezifische Betrachtungen betroffener Patienten legen die Wichtigkeit des
uterinen Leiomyosarkom bei der Frau nahe. Dieses verursacht 40% aller vorliegenden
glattmuskulédren Sarkome der Frau [5]. Werden alle neoplastischen Verdanderungen des Uterus
betrachtet, so nimmt unter den Sarkomen das Leiomyosarkom einen Anteil von 60 - 70% ein
[6]. Einer norwegischen Studie zur Folge liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit
einem uterinen Leiomyosarkome im Stadium I bei 51% und schon im Stadium II nur noch bei
25% [7].

Ahnliche Uberlebensraten finden sich jedoch auch bei Leiomyosarkome in anderen
Lokalisationen, so etwa bei den weitaus seltener auftretenden Leiomyosarkomen des
vaskuldren Systems.

Vaskuldre Leiomyosarkome bilden nur einen Anteil von 2% aller diagnostizierter
Leiomyosarkomfille [8]. Den Ausgangspunkt bildet die GefaBmedia groBer Blutgefa3e, wobei
das vendse System hdufiger betroffen ist als das arterielle System. Die Vena cava inferior zahlt

mit 60% aller auftretenden Fille zu den meist betroffenen Lokalisationen vaskularer
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Leiomyosarkome im menschlichen Korper. Selbst nach kurativer Resektion des Primértumors

liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei nur 28% [9].

1.2 Tumorgrading

Fiir die Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit Leiomyosarkomen

kann die TNM-Klassifikation der Union internationale contre le cancer (UICC) herangezogen

werden (Tab. 1). Hierzu wird die histologische Graduierung nach FNCLCC (nach Coindre), die

in 3 Bosartigkeitsstufungen graduiert (G1 bis G3), sowie die anatomische Primérlokalisation

und die GroBe als Berechnungsgrundlage verwendet. (Tab. 2).

Gl
G2
G3

T1

T2

T3

T4

NX

NO
N1

Mo
M1

Gradeinteilung/TNM

Nomenklatur

Erlduterung

low grade
high grade
high grade

Tumoren mit einem Durchmesser von 5cm
oder weniger

Tumoren mit einem Durchmesser von mehr
als Scm, aber weniger als 10cm

Tumoren mit einem Durchmesser von mehr
als 10cm, aber weniger als 15cm

Tumoren gréBer als 15cm

Untersuchung der Lymphknoten nicht
moglich

Keine Lymphknotenmetastasen
Lymphknotenmetastasen

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Tabelle 1: Tumorgrading und TNM-System des American Joint Committee on Cancer for Soft-Tissue Sarcoma

(AJCC). Modifiziert nach [10].
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Stadieneinteilung Merkmale

IA T1, NO, MO, G1

IB T2, T3, T4, NO, MO, G1

II T1, NO, MO, G2, G3

1A T2, NO, MO, G2, G3

111B T3, T4, NO, M0, G2, G3

11IB Jedes T, N1, MO, Jedes G

v Jedes T, Jedes N, M1, Jedes G

Tabelle 2: Stadieneinteilung von Sarkomen anhand des TNM-Systems. Modifiziert nach [10].

1.3 Atiologie und Diagnostik

Der Grof3teil aller Patienten, die an Leiomyosarkomen erkranken haben sporadische Tumoren.
Umweltfaktoren wie z.B. Erndhrung oder Genussmittel, sind nicht mit einem erhdhten
Auftreten von Sarkomen assoziiert, allerdings konnen Leiomyosarkome als post-radiogene
Tumorerkrankungen auftreten [11]. Zudem bestehen einige seltene genetische Pradispositionen,
wie das Li-Fraumeni-Syndrom, aber auch Keimbahnmutationen des Retinoblastom-Gens.
Retinoblastom-Patienten weisen ein erhohtes Risiko auf, im Laufe ihres Lebens an einem
Sarkom zu erkranken. In diesem Patientenkreis wird am héufigsten ein Leiomyosarkom
diagnostiziert [12]. Es konnte gezeigt werden, dass auch andere Faktoren, wie etwa eine
Immunsuppression, die Entstehung von Sarkomen begiinstigen kann. Das hiufigste Sarkom bei
HIV infizierten Menschen und bei Organspendeempfingern ist das Leiomyosarkom. AuB8erdem
zeigt sich eine hochgradige Assoziation zwischen einer HIV-Infektion und einer zusdtzlichen

Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus bei der Entstehung von Leiomyosarkomen. [13]

Aufgrund der meist tief gelegenen Primidrtumorlokalisationen und des Fehlens einer B-
Symptomatik (Fieber, Nachtschweifl oder Gewichtsverlust) konnen Leiomyosarkome teilweise
eine enorme GroBe aufweisen, bevor sie diagnostiziert werden. Die durchschnittliche Grofle
eines Primidrtumors zum Zeitpunkt der Erstdiagnose betrdgt etwa acht Zentimeter. Der
Schwankungsbereich variiert zwischen 0,7cm und 30cm und zeigt eine Abhédngigkeit von der

Lokalisation des Tumors [14].
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Korrespondierend mit der TumorgréBe verhalten sich die durchschnittlichen Uberlebenszeiten
betroffener Patienten. Enorme Grofen erreichen dabei abdominale Leiomyosarkome, da sie
aufgrund ihrer Lage in der Regel zu einem spiteren Zeitpunkt diagnostiziert werden als
extraabdominale Neoplasien. Speziell uterine Leiomyosarkome zeichnen sich durch ein
aggressives Wachstum aus. Alle diese Faktoren tragen dazu bei, dass abdominelle
Leiomyosarkome zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in den meisten Féllen bereits Metastasen

gebildet haben. [4]

Die haufigsten Metastasierungsorte sind an erster Stelle die Lunge, gefolgt vom Peritoneum,
den Knochen und der Leber [15]. Entsprechend wird zur Ausbreitungsdiagnostik nur ein CT-
Thorax und CT-Abdomen durchgefiihrt.

Betrachtet man die 5-Jahres-Uberlebensraten von Sarkompatienten im Stadium I, IT, IIT und IV,
so liegen diese entsprechend bei 86%, 72%, 52% und 10% - 20% [10].
Die durchschnittliche Uberlebenszeit betroffener Patienten betriigt 54 Monaten bei uterinen

Leiomyosarkomen und bis zu 71 Monaten bei nicht uterinen Leiomyosarkomen. [16]

1.4 Uberblick zum aktuellen Behandlungsregime von Leiomyosarkom-
Patienten

Die aktuelle Behandlung von Patienten mit Leiomyosarkomen fuft auf drei Séulen, bestehend
aus chirurgischer Resektion, Strahlen- und Chemotherapie.

Primidre Leiomyosarkome sind hochmaligne Neoplasien, die in 3 von 4 Féllen als high-grade
Tumoren eingestuft werden und mit einer Hiufigkeit von 73% ein tiefgelegenes (unter
Einbeziehung der Faszie, unterhalb der Faszie oder intraabdominell/intrathorakal) Wachstum
zeigen. Bei einer chirurgischen Resektion von Leiomyosarkomen stellen die Grofle des Tumors
und der Resektionsstatus die wichtigsten prognostischen Faktoren fiir das Auftreten eines
Lokalrezidivs dar [17]. Beziiglich des Risikos von Fernmetastasen kommt der GroB3e und dem
Grading des Tumors jeweils ein unabhéngiger prognostischer Wert zu. Rezidive, sei es lokaler
oder metastatischer Art, konnen in einem Zeitraum von bis zu 10 Jahren nach Erstresektion

auftreten. [17]
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Bei lokalisierten Leiomyosarkomen ist eine komplette Resektion des Primartumors die zentrale
Sdule der Behandlung. Bei Patienten mit high-grade Leiomyosarkomen, insbesondere im
Bereich der Extremitdten, erfolgt im Anschluss in aller Regel noch eine postoperative
Strahlentherapie. Bei Patienten mit uterinem Leiomyosarkom kommt dies allerdings nur bei
Uberschreiten der Uteruskapsel, lokoregionir fortgeschrittener Tumoren in Betracht [18]. Es
deutet sich fiir die Beckensarkome eine Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensraten (71% mit
Bestrahlung vs. 52% mit alleiniger chirurgischer Therapie) an, mdglicherweise aufgrund der
meist krankheitsbestimmenden Rolle der Lokalrezidive in dieser Lokalisation (geringere lokale
Rezidivquoten (39% ST vs. 77% ohne ST)) [19]. Bei Patienten mit fehlender operativer
Behandlungsoption kann eine Strahlentherapie auch im Sinne einer definitiven Bestrahlung als
kurative Behandlungsoption eingesetzt werden [20].

Der Stellenwert der systemischen Chemotherapie ist fiir Patienten mit lokalisierten Tumoren
bislang nicht gut definiert [21]. Randomisierte neoadjuvante oder adjuvante Therapiestudien
haben ausschlieBlich gemischte Patientenkollektive untersucht, so dass die Leiomyosarkom-
Subgruppen-Analyse keine abschlieBende Beurteilung erlaubt [21]. Vor dem Hintergrund des
hohen Metastasenrisikos kann jedoch, basierend auf den Daten fiir die Gruppe der Sarkome als
Ganzes eine adjuvante oder neoadjuvante Chemotherapie erwogen werden. Aufgrund der
anzunehmenden relativ geringen Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate (11% nach der
SMAC-Meta-Analyse) erfolgt dies in der Regel im Rahmen eines ,,Shared-Decision-Making*
gemeinsam mit dem Patienten [22]. Therapeutisch kommen dabei in erster Linie Doxorubicin
in Kombination mit Ifosfamid oder in Kombination mit Dacarbazin in Betracht. In der
metastasierten Situation stehen mit Gemcitabine und Gemcitabine in Kombination mit
Docetaxel oder Dacarbazin auch noch Pazopanib und Trabectedin zur Verfiigung [23-25].
Zeigen die Neoplasien eine primér schlechte Ansprechbarkeit auf die Chemotherapeutika oder
handelt es sich um eine sekundédr erworbene Resistenz, so steht als second-line Therapie
Trabectedin zur Verfligung. Dieses zeigt eine besonders hohe Wirkung bei Leiomyo- und
Liposarkomen [26]. Ob und in welchem Rahmen jedoch betroffene Patienten von einer
konventionellen Chemotherapie profitieren, bleibt weiterhin ungeklart. Bisherige Studien
deuten darauf hin, dass der Einsatz von Chemotherapeutika jedoch ein eher geringes Potential

der Behandlungsverbesserung besitzt [27-29].
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1.5 Die PI3-Kinase als therapeutische Zielstruktur

Patienten mit Leiomyosarkomen weisen auf klassische chemotherapeutische Therapien hiufig
nur eine miBige Empfindlichkeit auf. Fiir Krebserkrankungen im Allgemeinen konnten eine
Vielzahl heterogener aktivierender Mutationen nachgewiesen werden, die aber zur Aktivierung
weniger gemeinsamer Signalendstrecken fiihren (,,hallmarks of cancer*) [30].

Eine vielversprechende Zielstruktur fiir die antitumorale Therapie scheint unter anderem der
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg zu sein, welcher in den Iletzten Jahren bei vielen
Krebserkrankungen als relevante therapeutische Signalkaskade identifiziert und untersucht
wurde. Zu den sogenannten Hot Spot-Mutationen zahlt unter anderem eine Verdnderung in der
pl100-Untereinheit der PI3-Kinase. Diese Mutation ist die zweithdufigste in der humanen
Onkologie diagnostizierte Aberration und fiihrt zu einer Hyperaktivierung der PI3K-
Signalkaskade. Daneben haben Verluste von Tumorsuppressoren einen dhnlich
proproliferativen Effekt. Am haufigsten ist davon der Tumorsuppressor PTEN betroffen. Ein
Verlust und eine damit einhergehende konstitutive Aktivierung des Signalweges konnten in 30-
40% aller humanen Neoplasien nachgewiesen werden (Tab. 3). Auch andere Proteine, die nicht
direkt in die PI3K-Signalkaskade eingebunden sind, konnen zu einer pathologischen
Hyperaktivierung beitragen. Eine Mutation des TSC1/TSC2-Komplex fiihrt auf diese Weise zu
einer konstitutiven mTOR-Aktivierung [30].

Tumor PIK3CA Mutationen PTEN Inaktivierungen
Brustkarzinom 18 - 40% 20 -33%
Kolonkarzinom 14 - 32% 13 - 54%
Hepatozellulidres Karzinom 6 -36% 5%

Endometriales Karzinom 22% 42 - 54%

Melanom 9% 40 - 50%

Glioblastom 6-27% 20%

Tabelle 3: Prozentuale Aberration von PI3K und PTEN in ausgewihlten Tumorarten [30].
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Die Relevanz als therapeutisch adressierbaren Signalweg erkannte man bereits im Jahr 1960,
in dem es zum ersten Mal gelang, Rapamycin aus Streptomyces hygroscopicus zu isolieren.
Rapamycin wirkt als natiirlicher Inhibitor von mTOR, einem Protein, welches eine zentrale
Stellung in der PI3K- Signalkaskade einnimmt [30]. Zu Beginn des klinischen Einsatzes wurde
Rapamycin zunichst als Immunsuppressivum eingesetzt, um die Abstoungsreaktionen bei
Transplantationen zu unterdriicken [31]. Spéter zeigten sich auch antiproliferative Wirkungen
auf Tumorzellen, die im Verlauf auch zur Zulassung bei einer Reihe von Krebserkrankungen
filhrte, u.a. beim metastasierten Nierenzellkarzinoms, beim hormon-rezeptor-positiven
Mamma-Karzinom, bei hochdifferenzierten neuroendokrinen Tumoren und Angiomyolipomen
u.a. im Kontext mit der Tuberdsen Sklerose [32] [33].

Die Inhibition des Signalweges unmittelbar an der PI3-Kinase wurde bereits auch in
zahlreichen Studien untersucht, obgleich bislang erst eine Zulassung fiir den Inhibitor der PI3K-
delta-Isoform Idelalisib fiir die Behandlung der chronischen lymphatischen Leukdmie erreicht

werden konnte [34].

1.6 Aktivierung des PI3K Signalweges in Leiomyosarkomen

Die Entwicklung eines malignen, invasiv wachsenden und metastasierenden Leiomyosarkom
erfolgt liber eine progressive Zunahme genetischer Verdnderungen. Studien belegen die
Anhaufung genetischer Verdnderungen mit steigender TumorgrofBe [35], wobei hochkomplexe
Karyotypen mit nur wenigen repetetiven Verdnderungen identifiziert wurden [36]. Unter
genetischen Gesichtspunkten zeigen sich bei der Analyse von Patientenmaterial nur wenige
Verdnderungen, die sich in der Mehrzahl der Patienten finden. So tragen 90% aller Patienten
mit einem Leiomyosarkom eine Deletion am Chromosom 10q 11 — 10q 21.2, die zum Verlust
des PTEN Gens fiihrt. Zusétzlich werden regelméBig Verluste am Chromosom 13q 14.3 — 13q
21.1 beobachtet, auf dem sich das Gen fiir RB1 befindet. Doch nicht nur Deletionen sondern
auch Insertionen wie beispielsweise am Chromosom 17p 11 — 17p 12, prigen das typische

genetische Bild von Leiomyosarkomen [1].

Auf Grundlage der bereits gewonnenen Daten kann jedoch davon ausgegangen werden, dass
eine Dysregulation im Ablauf des PI3-Kinase Signalweges eines der treibenden Krifte auf dem

Weg zur neoplastischen Transformation der Zellen darstellt.
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Im Vergleich mit Leiomyomen, dem gutartigen Pendant des Leiomyosarkoms, zeigen diese
eine weitaus schwichere Aktivierung des PI3K-Signalweges. Dies kann iiber
Phosphorylierungszustinde spezifischer Proteine belegt werden (Tab. 4). Eine Schliisselrolle
nimmt in diesem Geschehen das Protein AKT ein. Dieses liegt beispielsweise in
Leiomyosarkomen mehr als viermal so hiufig in phosphorylierter und damit in aktivierter Form
vor, als es in Leiomyomen der Fall ist [37]. Werden diese Werte vergleichend mit anderen
Sarkomen betrachtet, wird deren Bedeutung noch einmal deutlicher. In Tumormaterial von
Patienten mit dedifferenziertem Liposarkom konnte diese erhohte AKT-Aktivierung nur in

etwa jedem zweiten Tumor nachgewiesen werden [38].

Protein Leiomyome Leiomyosarkome
pAKT 25,0% 78,3%
pmTOR 25,0% 72,6%
pS6 38,0% 74,5%
p4EBP1 0,0% 70,5%

Tabelle 4: Gegeniiberstellung ausgewahlter Proteine der PI3K-Signalkaskade in ihrer phosphorylierten Form,

beziiglich ihres Auftretens in Leiomyomen bzw. Leiomyosarkomen. [37]

1.7 PI3K-Isoformen

Mit Hilfe moderner, molekularbiologischer Techniken ist es gelungen, den strukturellen
Aufbau der PI3-Kinasen zu entschliisseln. Anhand der erhaltenen Daten wurde deutlich, dass
sich 3 Klassen dieses Enzymes unterscheiden lassen. Diese weisen sowohl strukturelle, als auch

funktionelle Unterschiede auf.

Die am besten erforschte Klasse ist die Klasse I. In dieser werden die Unterklasse IA (Abb. 1)

und IB (Abb. 2) unterschieden. Beide Unterklassen verfiigen sowohl iiber eine

regulatorische, als auch eine katalytische Untereinheit.
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Die Klasse IA besteht aus einer p85 regulatorischen und einer p110 katalytischen Untereinheit.
Jeder dieser beiden Komponenten weist eigene, isoformspezifische Unterschiede auf. Die p110
Untereinheit besitzt drei Isoformen, welche als p110a, p110B und p110d bezeichnet werden.
Im Genom werden diese Proteine entsprechend durch PIK3CA, PIK3CB und PIK3CD codiert.
Dariiber hinaus existieren fiinf Isoformen der regulatorischen Untereinheit. Drei dieser
Isoformen werden durch das Gen PIK3R1 codiert und erhalten ihre Spezifititen durch
posttranskriptionales Splicing. Diese sind p50a, p55a und p85a. Die beiden verbleibenden
Isoformen sind p85p, codiert durch das Gen PIK3R2 und p55y, codiert durch das Gen PIK3R3.

Eine Aktivierung von Enzymen dieser Klasse erfolgt {iber Tyrosinkinase-Rezeptoren.

Abbildung 1: Modellhafte Darstellung einer Klasse IA PI3-Kinase. Zu erkennen ist die p85 regulatorische und die
pl10 katalytische Untereinheit, welche iiber die ABD und die iSH2-Domain miteinander verbunden sind.
Zusitzliche Domainen auf dem Enzymkomplex tragen zu Interaktionen mit Rezeptoren, der Membran und anderen

Proteinen bei.

Phosphatidylinositol-3-Kinasen der Klasse IB bestehen aus der pl110y katalytischen und der
p101 bzw. p87 regulatorischen Untereinheit. Im Gegensatz zur vorangegangenen Klasse erfolgt
die Aktivierung in diesem Fall nicht iiber Tyrosinkinase-Rezeptoren, sondern iiber G-Protein

gekoppelte Rezeptoren (Abb. 2) [39].
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Abbildung 2: Modellhafte Darstellung einer Klasse IB PI3-Kinase. Der grundsétzliche Aufbau entspricht denen

der Klasse IA PI3K, jedoch ohne eine feste Verbindung zwischen regulatorischer und katalytischer Untereinheit.

Weniger detailliertes Wissen ist demgegeniiber zu den beiden anderen PI3K Klassen bekannt.
In der medizinischen Onkologie spielen diese Klassen der PI3-Kinase eine untergeordnete
Rolle.

Klasse II besteht aus dem Protein PI3K-C2 (Abb. 3). Dieses lésst sich in die drei Isoformen
PI3KC2a, PI3KC2B und PI3KC2y untergliedern, welche durch ihre dazugehorigen Gene
PIK3C2A, PIK3C2B und PIK3C2G codiert werden [40].

Es existiert keine beschriebene regulatorische Untereinheit. Die Inaktivierung des Enzyms wird
tiber die Verdeckung des katalytischen Zentrums mit Bestandteilen des Proteins selbst
gewihrleistet. Dabei tragen eine amino- und carboxyterminale Erweiterung zu Protein-Protein-
Interaktion bei, mithilfe derer eine vorzeitge Aktivierung der katalytischen Einheit verhindert

wird [41].
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Abbildung 3: Modellhafte Darstellung einer Klasse I1 PI3-Kinase, bestehend aus dem Protein PI3K-C2. Zwischen
beiden Enden des Proteins treten Interaktionen auf, welche dazu fiihren, dass das katalytische Zentrum verdeckt

wird. Zusitzlich gibt es wie bei der Klasse I PI3K-Domainen fiir die Interaktion mit der Lipidmembran und Ras.

Eine wichtige Rolle spielen Klasse II PI3-Kinase bei endo- und exozytotischen Prozessen in
immunkompetenten Zellen [42].

Weitaus weniger verstanden sind die Aufgaben, die von Klasse III PI3-Kinasen {ibernommen

werden (Abb. 4).

Die Klasse III PI3K besteht aus einem Enzymkomplex, welcher als Vps 34 bezeichnet wird
und durch das Gen PIK3C3 codiert wird [40]. Zusétzlich zur katalytischen Vps 34-Einheit
gehoren zu dieser Klasse eine Vps 15 regulatorische Untereinheit. Die genaue Interaktion
zwischen diesen beiden Bestandteilen sind jedoch noch nicht geklért. Bekannt ist hingegen,
dass es nach Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptoren, besonders dem Insulinrezeptor, zu
einer Steigerung des intrazelluldren Phosphatidylinositol-3-phosphatspiegels, mediiert durch

Klasse III PI3K, kommt [43].
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Abbildung 4: Modellhafte Darstellung einer Klasse III PI3-Kinase. Die katalytische Vps34-Untereinheit wird von

der regulatorischen Vps15-Untereinheit verdeckt, um einer vorzeitigen enzymatischen Reaktion vorzubeugen.

1.8 Ablauf der PI3K-Signalkaskade

Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg gehort zu einem der zentralen
Signalwege fiir die Ubermittlung von parakrinen oder autokrinen Wachstumssignalen.
Extrazelluldre, iiber Rezeptoren vermittelte Informationen gelangen durch die Lipidmembran
in das Innere der Zelle, wo sie durch das Enzym PI3-Kinase aufgenommen werden und eine

streng regulierte Kaskade von nachgeschalteten Proteinen in Gang setzen (Abb. 5).
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Abbildung 5: Stark vereinfachte Darstellung des Ablaufs des PI3K- (blau) und MAPK- (griin) Signalweges, sowie

Interaktionen zwischen den beiden Signalwegen. Modifiziert nach [30].

Eine Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase erfolgt nach Stimulation des
entsprechenden Rezeptors und der Informationsiibertragung extrazelluldrer Signale durch die
Lipidmembran. Es kommt zur Translokation des im Zytosol befindlichen Enzymkomplexes an
den signalgebenden und im aktivierten Zustand befindlichen Rezeptor. Die
Phosphatidylinositol-3-Kinase ist eine im Zytosol befindliche Lipidkinase. Diese katalysiert die
Phosphorylierung von Lipiden in der Zellmembran. Angriffspunkt ist die 3-OH-Gruppe des
Inositol-Ringes von membrangebundenen Phospholipiden [30].

Unterschiede in der Substratspezifitidt werden dabei je nach betrachteter PI3K-Klasse deutlich.
Das breiteste Spektrum weisen dabei die Klasse I PI3-Kinasen auf. Diese sind in der Lage,
sowohl Phosphatidylinositol (PtdIns), als auch Phosphatidylinositolmonophosphat (PtdIns4P)
zu phosphorylieren. Bevorzugterweise kommt es jedoch zu Phosphorylierung von

Phosphatidylinositolbisphosphat (PtdIns(4,5) P2).
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Ein engeres Spektrum weisen demgegeniiber Klasse II PI3-Kinasen auf. Diese phosphorylieren
bevorzugt PtdIns, sind aber auch in der Lage PtdIns4P als Substrat zu verwenden. Das
eingeschrinkteste Substratspektrum ist von den Klasse III PI3K bekannt. Diese sind lediglich
in der Lage, PtdIns zu phosphorylieren [30].

Im  inaktivierten = Zustand  befindet sich die  PI3-Kinase im  Zytosol.
Bei einer Aktivierung des Rezeptors wird der gesamte Enzymkomplex zur Zellmembran
rekrutiert und das katalytische Zentrum in rdumliche Ndhe zum Substrat in der Zellmembran
gebracht. Bedingt durch die rdumliche Nédhe von Enzym und Substrat kann eine enzymatische
Reaktion ablaufen und somit Phospholipide der Membran, wie bereits beschrieben,
phosphoryliert werden [44].

Bereits auf dieser Ebene werden Barrieren etabliert, um eine iberschielende
Substratumsetzung durch das Enzym zu verhindern. Das entstehende Produkt PIP3 wirkt in
einem negativen Feedbackmechanismus hemmend auf die PI3-Kinase. Bedingt durch den
Verlust der Rezeptorbindung néhert sich die regulatorische Untereinheit der katalytischen an
und blockiert somit das aktive Zentrum des Enzymes. Resultierend aus der gesenkten

Enzymaktivitit sinkt auch der intrazelluldre PIP3-Spiegel [45].

Der physiologische Antagonist der PI3-Kinase ist die Phosphatase PTEN (Phosphatase and
tension homolog deleted on chromosome 10). PTEN ist eine Lipid- und Proteinphosphatase
und tritt sowohl im Nukleus, als auch im Zytoplasma oder membrangebunden auf. Es
katalysiert ~die  Riickreaktion = von = Phosphatidylinositol-3-phosphat  (PIP3) zu
Phosphatidylinositol-2-phosphat (PIP2) und nimmt damit einen wichtigen Platz als
Tumorsuppressor ein. Neben der Gegenregulierung der P13-Kinase-Aktivitét ist es an wichtigen
weiteren zelluldren Aufgaben, wie Chemotaxis, Angiogenese oder der Interaktion mit Histonen
beteiligt [46].

Phosphatidylinositol-3-phosphat ist, anders als andere second messanger, nicht frei im Zytosol
beweglich, da es in der Zellmembran eingebettet liegt. Aus diesem Grund ist es notwendig, dass
Effektormolekiile zur Lipidmembran rekrutiert werden. Diese Rekrutierung erfolgt iiber PH-
Domainen, welche gebildetes PIP3 in der Membran erkennen und aktiv an dieses binden

konnen. Die Serin/Threonin Proteinkinase AKT verfiigt iiber solch eine PH-Domain [47].
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Synonym zu AKT wird in der Literatur die Bezeichnung Proteinkinase B verwendet. Ahnlich
der PI3-Kinase tritt auch AKT in verschiedenen Isoformen auf. Diese sind AKT1 bzw. PKBa,
AKT2 bzw. PKBf und AKT3 bzw. PKBy.

Uber die auf der Kinase befindlichen PH-Domaine wird AKT zu membrangebundenem
Phosphatidylinositol-3-phosphat rekrutiert. Nach Bindung von AKT an das Phospholipid, gibt
dieses seine Phosphorylierungsstellen frei. Darauthin wird AKT zweifach phosphoryliert. Die
erste Phosphorylierung erfolgt durch PDK1 (Phosphoinositide-dependent Kinase 1) an der
Aminosdure Thr308. Der zweite Phosphorylierungsschritt erfolgt an Ser473 durch den
mTORC2-Komplex [48].

Ziel dieser zweistufigen AKT-Aktivierung ist die nachfolgende Phosphorylierung und somit
die Aktivierung des mTORC1-Komplexes. AKT ist in der Lage den mTORC1-Komplex direkt
zu phosphorylieren und damit die weitere Kaskade des PI3-Kinase-Signalweges in Gang zu
setzen. Zusitzlich ist AKT noch an der mTORC1 Aktivierung iiber den TSC2-Signalweg
beteiligt.

In diesem Kontext ist TSC2 jedoch nicht nur als Nebenweg des PI3K-Signalweges zu
betrachten, sondern nimmt eine zentrale Stellung bei der Regulation von zelluldren Prozessen
ein. Eine Vielzahl von Molekiilen und Enzymen wirken direkt oder indirekt auf TSC2 ein und
modulieren in dieser Weise dessen Aktivitét [49].

mTOR nimmt als Serin/Threonin Proteinkinase eine zentrale Rolle im PI3-Kinase-Signalweg
ein. Wie bereits beschrieben, wird zwischen dem mTORCI- und dem mTORC2-Komplex
unterschieden. Diese beiden Komplexe unterscheiden sich nicht nur in ihrer Funktionalitit,

sondern zeichnen sich auch durch einen gesonderten Aufbau aus.

Der mTORCI1-Komplex besteht aus den Proteinen mTOR, Raptor, PRAS40, mLST8 und
Deptor. Demgegeniiber besteht der mTORC2-Komplex auch aus der Kernkomponente mTOR,
unterscheidet sich jedoch in den anderen, mit dem Komplex assozierten Proteinen. Diese sind

Rictor, Sinl, mLST8, Deptor, Hsp70 und Protor 1/2 [50].

Funktionell betrachtet verfiigt mTORC2 iiber einen kleinen Rahmen. Die hauptsidchliche
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Aufgabe dieses Komplexes ist die Phosphorylierung von AKT. Dariiber hinaus sind weitere
Zielstrukturen, wie etwa PKCa und SGK-1, bekannt [51, 52].

Weitgreifender sind die Aufgaben des mTORC1-Komplexes. Die bekanntesten Zielstrukturen
sind 4EBP1 und S6K1, nach deren Aktivierung die Proteinsynthese initiiert wird.
Phosphoryliertes mTORCI1 bindet an elF3 und wird damit in die rdumliche Nédhe weiterer
Zielstrukturen gebracht. Es folgt die Phosphorylierung von 4EBP1, welches daraufhin seine
Bindungsstelle an eIF4E freigibt und somit die Bindung von eIF4G an elF4E ermdoglicht.
Zeitgleich erfolgt auch die Phosphorylierung von S6K 1 an Thr389, welches darauthin ebenfalls

von elF3 dissoziiert.

Freies, phosphoryliertes S6K1 wird im Zytosol erneut durch PDK1 an Thr229 phosphoryliert
und erlangt sein maximales Aktivitatslevel. In diesem Zustand phosphoryliert S6K 1 eIlF4B und
S6. Diese Bestandteile bilden einen Multiproteinkomplex mit den vorher beschrieben Proteinen

und initiieren im weiteren Verlauf die Translation von mRNA [53].

1.9 Dysregulationen des PI3K-Signalweges

1.9.1 Defekte in den Tyrosinkinaserezeptoren
Eine Dysregulation des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges wurde bereits fiir eine Reihe von

Tumorentitdten beschrieben. Dabei kdnnen die genetischen Verédnderungen ebenso vielgestaltig
sein wie deren Auswirkung auf die Signaltransduktion der Tumorzelle.

Eine gesteigerte Enzymaktivitdt der PI3-Kinase kann bereits durch Verdnderungen im
signalgebenden Rezeptor hervorgerufen werden. HER2 (human epidermal growth factor
receptor 2), ein membranstiandiger Rezeptor, zeigt einen direkten Einfluss auf die Aktivierung
der PI3-Kinase. In bis zu 30% aller Brustkrebsfille kann eine Uberexpression und damit auch
eine pathologische Aktivierung der PI3K-Signalkaskade iiber den HER2-Rezeptor
nachgewiesen werden [54]. Aber auch Verdnderungen anderer Tyrosinkinaserezeptoren
konnen zu solch einer unkontrollierten Aktivierung beitragen. In GIST (Gastrointestinale
Stromatumoren) sind genetische Verdnderungen des KIT-Rezeptors bereits seit Jahren bekannt

[55]. Diese Mutationen fithren zu einer Liganden unabhingigen Autophosphorylierung des
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Rezeptors, worauthin wachstumsstimulierende Signale iiber den PI3K-Signalweg in den

Zellkern weitergeleitet werden [56].

1.9.2 Bekannte Mutationen der PI3-Kinase
Mutationen finden jedoch nicht nur in den membrangebundenen Rezeptoren, sondern auch in

der PI3-Kinase selbst statt. Besonders gut untersucht ist dieser Sachverhalt fiir Klasse I PI3K,
welche in der Onkologie eine wichtige Rolle spielen. Genetische Verdanderungen sind sowohl
fiir die katalytische, als auch fiir die regulatorische Untereinheit beschrieben.

Eine der am héufigsten verdnderten Onkogene des Menschen ist PIK3CA, das Gen, welches
fiir die katalytische p110a Untereinheit der PI13-Kinase codiert. ES42K und E545K sind héufig
auftretende Punktmutationen in der helikalen Domaine von p110a. Aus diesen Mutationen
resultiert eine verminderte Interaktion mit der p85 regulatorischen Untereinheit. Diese fiihrt zu
einer fehlerhaften Daueraktivierung der Kinase [57]. Nachweislich treten diese Mutationen in
einer groflen Anzahl verschiedener epithelialer sowie mesenchymaler Tumoren, wie
Blasenkarzinomen, Mammakarzinomen und verschiedenen Sarkomen auf [58-60].

Neben diesen sogenannten Hotspot-Mutationen, zu der auch die Punktmutation H1047R in der
Kinase Domaine von PIK3CA zdhlt, gibt es weitere, jedoch weniger hdufig auftretende
genetische Verdnderungen [61]. Hierzu zdhlen Mutationen der C2-Domaine der pll10a
Untereinheit. Aufgrund dieser genetischen Aberration kommt es zu einem Anstieg der positiven
Ladung des Proteins. Resultierend aus der verdnderten elektrostatischen Wechselwirkung
zwischen p110a Untereinheit und der Lipidmembran kommt es zu einer Unabhéngigkeit der
katalytischen von der regulatorischen Untereinheit. Die entstehende dauerhafte Interaktion
zwischen katalytischer Untereinheit und dessen Substrat, der Lipidmembran, fiihrt zu einer

Daueraktivierung des Signalweges [62].

1.9.3 Verinderungen weiterer Bestandteile des PI3K-Signalweges
Neben genetischen Verdanderungen der PI3-Kinase selbst konnen auch andere Bestandteile der

Signalkaskade von Mutationen betroffen sein und somit zu einer pathologischen Aktivierung

des Signalweges fithren. Eine bedeutende Rolle in der Pathogenese nimmt dabei die
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Phosphatase PTEN ein. Genetische Aberrationen dieses Proteins konnten in 30-40% aller
humanen Tumoren nachgewiesen werden [30]. Bedingt durch konstitutionelle oder somatische
Mutationen [63], epigenetisches und transkriptionales Silencing [64], posttranskriptionale
Modifikationen [65] oder Protein-Protein-Interaktionen kommt es zu einem funktionellen
Ausfall von PTEN [66]. Dieses als loss-of-function bezeichnete Ereignis fithrt zu einer
Akkumulation von PIP3 an der Lipidmembran und damit zu einer dauerhaften Aktivierung des
AKT/mTOR-Signalweges [67]. Ein Verlust von PTEN kann nicht nur zur Entstehung einer
neoplastischen Erkrankung beitragen, sondern auch in gleicher Weise deren Verlauf
mitbestimmen. Patienten mit einem BRAFV600 mutiertem Melanom hatten signifikant
geringere Uberlebenszeiten und ein hoheres Risiko von Gehirnmetastasen, wenn gleichzeitig
ein PTEN Verlust vorlag [68]. Auch in Sarkomen hat der Verlust von PTEN einen signifikanten
Einfluss auf die Uberlebenszeiten betroffener Patienten. Dies konnte vor Kurzem in einer
Studie mit undifferenzierten pleomorphen Sarkomen nachgewiesen werden [69].
Mutationen des Proteins AKT konnen vergleichsweise selten in humanen Tumoren
nachgewiesen werden. In einer breit angelegten Studie mit einer Vielzahl von verschiedenen
Tumoren konnte nur in einer kleinen Anzahl von Mamma-, Kolorektalen-, Lungen-, und
Ovarialkarzinomen eine  Mutation von AKT  nachgewiesen  werden  [70].
In der PI3K-Signalkaskade ist mTOR der Proteinkinase AKT nachgeschaltet. Eine
pathologische Aktivierung dieses Protein kann fiir eine Vielzahl von humanen Tumoren
bestdtigt werden. Inwieweit mTOR jedoch eigenstindige onkogene Wirkung ausiiben kann bzw.
inwieweit es lediglich durch vorgeschaltete Proteine der Signalkaskade aktiviert wird, konnte
im Jahr 2013 geklart werden. Durch induzierte Mutation bestimmter Regionen dieses
Proteinkomplexes konnte eine Aktivierung des Signalweges erreicht werden. Es konnte gezeigt
werden, dass Mutationen von mTOR in der Lage sind, eine direkte Rolle in der Tumorgenese

zu spielen [71].

1.10 PI3K-Inhibitoren in der modernen Krebstherapie

Ein Ziel der aktuellen Forschungen ist es, eine individuelle Tumortherapie zu konzipieren,
welche auf den einzelnen Patienten zugeschnitten ist und die grundlegenden

molekularbiologischen Aspekte der zugrundeliegenden Krankheit beriicksichtigt. GrofB3es
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Interesse wird dabei auf den Einsatz niedermolekularer Inhibitoren, wie sie etwa in PI3K-
Signalweg Anwendung finden, gelegt. Derzeit gibt es mehr als 70 verschiedene, kommerziell
erhéltliche Inhibitoren, die den PI3K-Signalweg inhibieren (http://www.selleckchem.com,

Stand: 08/2018). Ein grofler Teil dieser Inhibitoren befindet sich aktuell in klinischen Studien

am Menschen. Gegenwirtig werden unter clinicaltrials.gov 86 offene Studien mit PI3K
Inhibitoren gelistet (Stand 08/2018).

Eine Reihe von vielversprechenden Studien bestétigen die Wirksamkeit von zielgerichteten
Therapien des PI3K-Signalweges. Alpelisib, ein pl10a Inhibitor, zeigt in pulmonalen
Plattenepithelkarzinomen sowie in vitro, als auch in vivo wachstumshemmende Eigenschaften.
AuBerdem fiihrt der Einsatz von Alpelisib zur Reduktion von mesenchymalen Markern und
kann somit der Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) entgegenwirken, welche als
Grundlage eines metastatischen Ereignisses gilt [72].

In der BOLERO-2 Studie mit 724 Patienten wurde die =~ Wirkung von  Everolimus in
Kombination mit dem Aromatasehemmer Exemestan® bei metastasierten Mammakarzinomen
untersucht. Die progressionsfreien Intervalle konnten in der kombinierten Anwendung beider
Inhibitoren auf 7,8 Monate, im Vergleich mit der alleinigen Anwendung von Exemestan® (3,2
Monate), verldngert werden [73]. Auch duale PI3/mTOR Inhibitoren zeigen sich in ersten
klinischen Studien am Menschen als erfolgreiche Alternativen zu konventionellen
Chemotherapeutika. In einer breit angelegten Studie mit einer Vielzahl von soliden Tumoren
zeigte sich Gedatolisib als wirksame antitumorale Therapie mit moderaten unerwiinschten
Wirkungen [74].

Die in dieser Arbeit verwendeten PI3K- (Alpelsib [NCT02624557]), mTOR- (Everolimus
[NCTO01466231]) und dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren (Gedatolisib [NCT03243331],
Dactolisib [NCT01658436] und Voxtalisib [NCT00777699]) wurden bereits in klinischen
Studien am Menschen eingesetzt und zeichnen sich durch unterschiedliche inhibitorische
Wirkungen auf die verschiedenen PI3K-Isoformen und mTOR aus. Zusitzlich bestehen

unterschiedliche Affinititen zu deren Zielstrukturen (Tab. 5).
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Inhibitor IC50 im " Cell free assay" in nM
pl10a pl10B  pl10y pll106 H mTOR  weitere Kinasen

Alpelisib (Byl-719) 5,0 ~ ~ ~ X

Everolimus (RADOOI) X X X X 2,0

Dactolisib (BEZ235) 4,0 75,0 5,0 7,0 6,0 ATR
Gedatolisib (PKI-587) 0,4 X 5,4 X 1,6

Voxtalisib (XL-765) 39,0 113,0 9,0 43,0 157,0 DNA-PK

Tabelle 5: IC50 Werte verwendeter Inhibitoren in zellfreien Untersuchungen (~: minimale Wirkung, X: keine

Wirkung) Quelle: http://www.selleckchem.com/

1.11 Quervernetzungen mit anderen Signalwegen

Zelluldare Stimuli werden nicht nur iiber einen Signalweg allein an das Ende der Kaskade
weitergeleitet. Es gibt in der Zelle zahlreiche Quervernetzungen des PI3K-Signalweges mit
anderen Signalkaskaden. Die komplexe Interaktion mit anderen Signalkaskaden macht es
moglich, dass Signale aus dem PI3K-Signalweg {ber positive und negative
Riickkopplungsmechanismen auf andere Signalwege ,,umgelenkt werden konnen. Eine der
bekanntesten Interaktionen findet mit dem RAS/Raf/MEK/ERK Signalweg statt [75]. Von
klinischer Bedeutung sind diese Interaktionen bei gezielter Inhibition eines der beiden
Signalwege. Durch Quervernetzungen kann es bei der Inhibition des PI3K-Signalweges zu
einer kompensatorischen Aktivierung des MAPK-Signalweges kommen. Dieser Sachverhalt
wurde bereits in zahlreichen Studien belegt und tritt sowohl bei alleinigen AKT oder mTOR-
Inhibition auf, konnte aber auch schon unter der Anwendung von dualen PI3K/mTOR-
Inhibitoren demonstriert werden. So =zeigt sich beispielweise eine kompensatorische
Aktivierung des MAPK-Signalweges bei der Anwendung von GDC 0068 (AKT-Inhibitor) in
Brustkrebszellen, AZD8055 (mTOR-Inhibitor) in Rhabdomyosarkomzellen oder BEZ235
(dualer PI3K/mTOR-Inhibitor) in Pankreaskarzinomzellen [76-78]. Obwohl bereits viel {iber
die Interaktion und deren Ablaufe bekannt ist, konnte bis heute nicht der genaue Mechanismus
hinter = diesen  kompensatorischen  Aktivierungen  geklart ~ werden.  Negative
Riickkopplungsmechanismen iiber mTORCI oder mTORC2, die Beteiligung von

Wachstumsfaktoren wie EGF oder eine Akkumulation von PIP3 werden als mogliche Ursachen

20


http://www.selleckchem.com/

Einleitung

angegeben [79-82]. Diese ungekliarten Mechanismen und die mdgliche Interaktion mit weiteren
Signalwegen flihrt dazu, dass sich Resistenzen gegeniiber der Therapeutika ausbilden kdnnen
und gezielte Therapien nicht den gewiinschten Effekt zeigen [83]. Weitere Forschungen auf
diesem Gebiet konnten helfen, die Signaltransduktion in neoplastischen Zellen besser zu

verstehen und eine geplante Therapie zielgerichteter und effektiver zu gestalten.

1.12 Ziele der vorliegenden Arbeit

1. Entwicklung eines Xenograft-Modells fiir Leiomyosarkome

2. Validierung der Nierenkapsel-Implantation als mdgliches Metastasierungsmodell fiir
Leiomyosarkome

3. Validierung von Inhibitoren des PI3K-Signalweges als therapeutischer Ansatz in vitro und

Vivo
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2 Methoden und Material

2.1 Material

2.1.1 Antikorper

Antikorper

AKT

Anti-mouse IgG

Anti-Rabbit IgG

p44/42 MAPK (Erk 1/2)
Phospho-AKT (Ser473)
Phospho-MAP Kinase 1/2 (Erk 1/2)
Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236)
PI3 Kinase p85

S6 Ribosomal Protein (5G10)
B-Actin

4E-BP1

Phospho-4E-BP1 (Ser65)

PTEN

p53

Tuberin/TSC2

NF1

p21 Wafl/Cipl

p27 Kipl

RB

2.1.2 Chemikalien
Chemikalie
10x TAE

6X DNA Loading Dye
Agarose

Verdiinnung

1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/10000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000
1/1000

1/1000
1/1000

1/1000

Amersham Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers

Aprotinin
Aqua ad iniectabilia
Beta-Mercaptoethanol

Hersteller

Cell Signaling
GE Healthcare
GE Healthcare
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Sigma Aldrich
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Thermo Fisher

Cell Signaling
Cell Signaling

Cell Signaling

Hersteller

Invitrogen
Thermo Scientific
Invitrogen

GE Healthcare
Sigma Aldrich
Braun

Sigma Aldrich
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Bio-Rad DC Protein Assay

Chloroquine

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

DPBS

EDTA

EDTA-freier Protease Inhibitor Cocktail cOmplete™
Essigsédure

Ethanol 70%

Ethidiumbromidlésung 0,025%
FACS-Losungen CS&T Research Beads
FBS

Formalin

Gelatine

Glucose 5% B.Braun

Glycin

Hepes

Isothesia (Isofluran)

Kaliumchlorid

Kalziumphosphat

L- Glutamine

Leupeptin

L-Glutamine

Methanol

MOPS SDS Running

NaCl

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Penicillin/Streptomycin/ Amphotericin B
Phenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
Phosphataseinhibitor PhosSTOP™
Ponceau S

Puromycin

Salzsdure (HCL)

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Sulforhodamine B Salz
Trichloressigsdure

Tris

Triton-X-100

Trypan Blue 0,4%

Bio-Rad Laboratories
Sigma Aldrich
Promega
Calbiochem
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Gibco®
Sigma Aldrich
Roche

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

BD FACSDiva™
Biochrom AG
Sigma Aldrich
Carl Roth
Braun

Carl Roth
Sigma Aldrich
Henry Schein
Carl Roth
Sigma Aldrich
Gibco®
Sigma Aldrich
Gibco®

VWR
Invitrogen
Merck

Sigma Aldrich
Carl Roth
Sigma Aldrich
Calbiochem
Sigma Aldrich
Roche

Sigma Aldrich
Santa Cruz
Carl Roth
Thermo Fisher
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Santa Cruz
Bio Rad
Gibco®
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TrypLE™ Express Gibco®

Tween 20 Sigma Aldrich

Vanadate Sigma Aldrich
WesternBright ECL Biozym Scientific Gmbh

2.1.3 Gebrauchslosungen
Gebrauchslosung Zusammensetzung

Net-G Konzentrat (10x) 175,5g NaCl
121,1g Tris
37,2g EDTA
10ml Tween 20
8g Gelatine
mit Aqua dest. auf 21 auffiillen

Transferpuffer 600ml Aqua dest.
200ml Methanol
14,4g Glycin
3,03g TRIS
mit Aqua dest. auf 11 auffiillen

IP-Puffer 50ml Aqua dest.
50ul SDS 10%
550ul Triton-X-100
17,5mg EDTA
101,5mg Tris-HCL
48,79mg NaCl

Lysispuffer 4ml IP Puffer
4ul Aprotinin (10mg/ml)
4ul 21mM Leupeptin
4ul 100mM PMSF
4ul 200mM Vanadate

Ladepuftfer 2,812ml Tris (0,5M. pH 6,7)
6,75ml SDS (10%)
450mg DTT (87%)
10ml Glycin
10mg Bromphenolblau
mit Aqua dest. auf 20ml auffiillen
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Laufpuffer

DNA Extraktionspuffer

DNA Férbelosung

Homogenisierungspuffer

Medium A

SRB Farbstoff

BIO-RAD Losung

MOPS Puftfer

Plasmidmix

2xHBS

Antikorperlosungen

21ml MOPS
399ml Aqua dest.

192ml Na2HPO4 (0,2M)
8ml Triton X-100
pH auf 7,8 einstellen

Propidium lodine (50pg/ml)
RNase A (100pg/ml)
DPBS

2ml Lysispuffer
80ul cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
200ul PhoSTOP™

90ml FBS
6ml L-Glutamine
6ml Penicillin/Streptomycin/ Amphotericin B

1%ige Essigsédure
0,4% Sulforhodamine B Salz

8ml Aqua dest.
2ml Bio-Rad DC Protein Assay

399ml Aqua dest.
21ml MOPS SDS Running

437,5u1 Aqua dest.

3ug psPAX-Plasmid (Verpackungsplasmid I)
3ug pMD2-Plasmid (Verpackungsplasmid IT)
3ug Expressionsvektor

500ml Aqua dest.
8,0g NaCl

0,38g KCI

0,10g Na2HPO4

5,0g Hepes

1,0g Glucose

pH auf 7,05 einstellen

6ml NET-G
60ul 2%ige Natriumazidlosung
6ul Antikorper
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2.1.4 Geriite
Ger:iit Hersteller
Biological Safety Cabinet (Class II) Nuaire
Centrifuge 5415 C Eppendorf
Countess® Automated Cell Counter Invitrogen

DH AutoFlow NU 5500 Incubator CO2 Air-Jacketed NUAIRE
Incubator

DNA Engine® Thermal Cycler BIO RAD
Elektronische Schieblehre reichelt
FACSCelesta™ BD

GENios FL Fluorescence Microplate Reader Tecan
Inkubations- und Inaktivierungsbad 1003 GFL
Luminescent Image Analyzer LAS-3000 FujiFilm
Magnetriihrer neoLabD-6010 neoLab
Microskop CKX41 Olympus
Minichiller Huber
Multidrop-Dispenser Thermo Scientific
NanoDrop 1000 (Micro-Volume UV-Vis Thermo Scientific
Spectrophotometer

Nuaire -86°C Ultra Low Freezer Nuaire
PAGE-SDS Kammer P8DS Thermo Scientific
Pipettierhilfe Integra
Plattformschiittler Polymax 1040 Heidolph
Plattformschiittler Titramax 101 Heidolph
PowerPac Basic Power Supply BIO RAD
Precellys Evolution Gewebehomogenisator Bertin Instruments
Reagenzglasschiittler REAX 2000 Heidolph

Tecan D300e Digital Dispenser Tecan

Tecan GENios FL Fluorescence Microplate Reader Tecan

Tecan Spark M10 Tecan

Tube Rotator stuart

XCell I Blot Module und XCell Sure Lock Invitrogen
Zentrifuge IKA mini G IKA

Zentrifuge Mikro 220R Hettich
Zentrifuge Rotina 46 Hettich Gmbh
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2.1.5 Inhibitoren

Inhibitor Kurzbezeichnung Wirkungsspektrum Hersteller
Alpelisib Byl 719 PI3K Novartis
Dactolisib BEZ 235 PI3K/mTOR Novartis
Everolimus RAD 001 mTOR Novartis
Gedatolisib PKI-587 PI3K/mTOR Pfizer
Trametinib GSK1120212 MEK 1/2 Novartis
Voxtalisib XL-765 PI3K/mTOR Exelixis/Sanofi-
Aventis
2.1.6 Verbrauchsmaterial
Verbrauchsmaterial Hersteller
Amersham Protran Premium 0.45 NC Nitrozellulose = GE Healthcare
Countess Cell Counting Chamber Slides Invitrogen
NuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel Invitrogen
Zellkulturflaschen Falcon™
Mikrotiterplatten Thermo Scientific
Zellschaber Techno Plastic Products AG
Filterpapier Whatman
Homogenisierungstubes 2ml Precellys®
FACS Rohrchen 5ml Falcon™
Einwegspritzen BD
Einwegkantilen BD
Nahtmaterial Monosyn 5/0 Braun
Gewebekleber Surgibond SMI AG
2.1.7 Zellen
Zelllinie Medium  Ursprung der Zelle Etablierungsort
SK-IMS 01 A Priméartumor Uterus Boston
LMS 03 A Metastase Oberschenkeltumor Boston
LMS 04 A Metastase Uterustumor Boston
LMS 05 A Priméartumor Oberschenkel Boston
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
Die vier verwendeten Leiomyosarkomzelllinien SK-LMS 01, LMS 03, LMS 04 und LMS 05

wurden in Medium A bei 37°C und einer CO?-Konzentration von 5% kultiviert.
Eine Auswechslung des Mediums fand alle zwei bis drei Tage statt. Zusétzlich wurden die
Zellen wochentlich unter Reduktion der Gesamtzellzahl in neue Flaschen passagiert.
Nach Erreichen der Konfluenz wurde der Zellrasen mit Trypsin von der Oberfliche der Flasche
gelost und die Losung in ein Greiner-Rohrchen iibertragen. Die Zellen wurden zentrifugiert,
das tiberschiissige Medium verworfen und die Zellen in neuem Medium resuspendiert. Ein Teil

dieser Suspension wurde in eine neue Zellkulturflasche libertragen und dort weiter kultiviert.

2.2.2 Zytotoxizititsbestimmungen
Zur Bestimmung der Proliferationshemmung/Zytotoxizitét eines verwendeten Inhibitors wurde

das ,,Sulforhodamine B Assay* verwendet [84].

In einer Zellsuspension wurde mittels elektronischem Zellzéhlers die absolute Anzahl an Zellen
bestimmt.

Nachfolgend wurde pro 96-Loch Platte eine fiir die jeweilige Zelllinie angepasste Anzahl an
Zellen pro Vertiefung ausgesit. Diese lag bei SK-LMS 01 bei 3000 Zellen, bei LMS 03 bei
10000 Zellen und bei LMS 04 sowie LMS 05 bei 6000 Zellen. Nach einer 24-stiindigen
Inkubationszeit wurden die Zellen mit einer ansteigenden Konzentration des zu untersuchenden
Inhibitors versehen, wobei der DMSO-Wert als Referenz fiir unbehandelte Zellen galt. Es
erfolgte stets eine Dreifachbestimmung der zu ermittelnden Werte. Im Folgenden betrug die

weitere Inkubationszeit 72 Stunden.

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Proliferation mit 100ul Trichloressigsdure (TCA) pro
Vertiefung gestoppt und die Zellen fiir eine Stunde bei 4°C am Plattenboden fixiert. Im
Anschluss wurde die Platte dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen und danach 50pl des

0,4%igen SRB-Farbstoffes in jede Vertiefung gegeben.

Nicht gebundener Farbstoff wurde nach viertelstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur
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mithilfe 1%iger Essigsdure, aus den Lochern geldst und verworfen. Durch Zugabe von 100ul
TRIS (10mM) in jedes Loch konnte der von den Zellen gebundene Farbstoff wieder frei

gegeben werden.

In Abhidngigkeit der Zellzahl ergeben sich somit unterschiedlich stark gefarbte Losungen, die
durch  photometrische = Absorption bei  560nm  gemessen werden  konnten.
Die ermittelten Werte wurden wie folgt ausgewertet. Der DMSO-Wert wurde auf der Y-Achse
mit 1 gleichgesetzt und die restlichen Werte daran normalisiert. Die erhaltenen Messdaten

wurden mittels Microsoft Excel grafisch dargestellt.

2.2.3 Proteinanalysen

2.2.3.1 Proteinaufschluss
Zur Bestimmung spezifischer, intrazelluldrer Proteine, mithilfe immunhistochemischer

Verfahren wurde wie folgt vorgegangen.

Zunachst wurde ein konfluenter Zellrasen der bekannten Zelllinien in einem bestimmten
Verhiltnis geteilt (SK-LMS 01 1:6, LMS 03 1:2, LMS 04 1:3 und LMS 05 1:3) und auf eine

Flache von 10cm? ausgesiit.

Einen Tag spéter erfolgte die Behandlung mit den gewiinschten Inhibitoren und einen weiteren

Tag darauf wurde das Zellwachstum gestoppt.

Dazu wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen und durch Zugabe des Lysispuffers, unter
Zuhilfenahme eines Zellschabers, von dem Untergrund gelost. Die erhaltene Zellsuspension
wurde eine Stunde bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Darauf folgte eine halbstiindige
Zentrifugation bei 14000 RPM und ebenfalls 4°C. Dies hatte zum Ziel, unerwiinschte

Zellbestandteile von der Proteinlésung zu trennen.

Zur genauen Bestimmung des Proteingehaltes der Losung wurde das ,Bradford-

Assay*“ verwendet [85]. Das Prinzip dieses Verfahrens ist es, dass Proteine mit dem im Assay
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enthaltenen Farbstoff Coosmassie-Brilliant-Blau G250, Komplexe eingehen und sich somit das
Absoptionssprektrum entsprechend des Proteingehaltes von 465nm zu 595nm verschiebt.
Nach erfolgter Messung wurde der Proteingehalt durch Verdiinnung auf 2pg/ul eingestellt.
Weiterhin wurde die Losung mit Ladepuffer versehen und fiinf Minuten auf 95°C erhitzt.

Im Anschluss wurden die Proben bei -80°C gelagert.

2.2.3.2 Polyacrylamid Gelelektrophorese
Zur weiteren Untersuchung bestimmter Proteine wurde das ,,SDS-Page-Verfahren nach

Laemmli angewendet [86]. Hierbei werden die Proteine ihrer Gréfe nach in einem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Jede Geltasche wurde mit 40ug Protein beladen und eine

Spannung von 170V fiir etwa 60 Minuten angelegt.

2.2.3.3 Western Blot
Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine erfolgte der Transfer auf eine

Nitrozellulosemembran. [87]

Die Transferkammer wurde, wie nach Towbin et al. beschrieben, zusammengesetzt, mit
Transferpuffer aufgefiillt und fiir zwei Stunden eine Spannung von 25V angelegt.
Um den erfolgreichen Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamid-Gel auf die

Nitrozellulosemembran zu bestétigen, wurde eine Ponceau S-Féarbung durchgefiihrt.

Dies ist eine unspezifische Proteinfirbung, welche Proteinbanden auf der Membran sichtbar

werden lasst.

2.2.3.4 Antikorperfarbungen
Im weiteren Verlauf erfolgte der Nachweis spezifischer Proteine durch antikdrpervermittelte

Chemolumineszenz. Der verwendete Antikdrper wurde in einem vorgegebenen Verhiltnis mit
Net-G verdiinnt und {iber Nacht zusammen mit der proteinbeladenen Nitrozellulosemembran
bei 4°C inkubiert. Der nicht gebundene Antikorper wurde in fiinf Waschschritten (2x Smin, 2x
10min und 1x 20min) mit Net-G von der Membran entfernt, bevor der spezifische sekundire

Antikdrper (Anti IgG) mit der Membran fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurde.
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Es folgten weitere fiinf Waschschritte (5x 5min) und die Inkubation mit ECL-L&sung fiir
weitere zwei Minuten. Daraufhin konnte Protein, welches vom Antikdrper gebunden wurde und
dementsprechend Farbstoff umgesetzt hatte, durch Chemolumineszenz im Luminescent Image

Analyzer LAS3000 sichtbar gemacht werden.

2.2.3.5 Proteinextraktion aus Tumormaterial
Ein Teil des Tumormaterials aus den Xenograftversuchen wurde direkt nach Entnahme aus der

Maus in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert, um fiir spitere
Proteinanalysen bereit zu stehen.

Fiir die Proteinextraktion wurde ein etwa 100mg schweres Stiick Tumor entnommen und in ein
Precellys® 2 ml Rohrchen {berfiihrt. Es erfolgte die Zugabe von 400ul
Homogenisierungspuffer. Die Proben wurden in den Precellys Evolution Homogenizer
tiberfiihrt und unter Stickstoftkiihlung bei 4°C in zwei Zyklen mit 2000 RPM fiir 20sek, mit
einer Pause von 15sek zwischen den Zyklen, homogenisiert. Das Homogenisat wurde in neue
Rohrchen tiberflihrt und bei 4°C fiir 30min auf dem Rotator weiter lysiert. Zur Abtrennung
iiberschiissiger Zellbestandteile wurde die Probe bei 4°C mit 14000 RPM fiir eine halbe Stunde
zentrifugiert. Die klare obere Phase wurde abgenommen, in ein neues Réhrchen iiberfiihrt und
die Losung einer Proteinmessung nach Bradford (vgl. Kapitel Proteinaufschluss) unterzogen.
Die Losung wurde durch Verdiinnung auf einen Proteingehalt von 2ug/pul eingestellt. Zuletzt
wurde die Probe mit Ladepuffer versehen und die Losung bei 95°C fiir Smin erhitzt. Die

Lagerung der erhaltenen Proteinldsung erfolgte bei -80°C.

2.2.4 Lentivirale Transfektion
Zunichst wurden jeweils 1 Million Zellen der bekannten Leiomyosarkom Zelllinien in einem

Kulturgefdl mit einem Durchmesser von 10 Zentimetern ausgesidt und 24 Stunden unter

standardisierten Bedingungen inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurden 437,5ul eines Plasmidmixes mit 62,5ul Kalziumphosphat-
Losung (2mol/L) gemischt. Diese Losung wurde tropfenweise, unter stindigem Schiitteln, in

500ul 2xHBS-Losung gegeben. Es folgte eine 20miniitige Inkubationszeit bei Raumtemperatur.
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Das Medium wurde vom Zellrasen entfernt und durch 2ml frisches Medium A mit 25uM
Chloroquine ersetzt. Zusitzlich wurde die erhaltene Losung aus Plasmidmix, Kalziumphosphat
und HBS-Losung tropfenweise auf den Zellrasen gegeben. Der Zellrasen mit der Losung wurde
fiir 2-5 Minuten geschiittelt und im Anschluss bei 37°C fiir 4-6 Stunden inkubiert. Nach dieser
Zeit wurde das Medium erneut abgenommen und durch 3ml frisches Medium A ersetzt. Jeweils
24 und 48 Stunden spiter wurde das Medium von dem Zellrasen entfernt, filtriert und auf die

zu infizierenden Zellen in einer 6-Well Platte gegeben.

Zur Kontrolle der erfolgreichen Transfektion und zur Elimination von nicht infizierten Zellen,

wurde eine Puromycin-Selektion vorgenommen.

2.2.5 Xenograftversuche
Alle Tierversuche wurden beim LANUV NRW (Landesamt fiir Natur, Umwelt und

Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen) beantragt (Aktenzeichen: 84-02.04.2016.A276) und
unter strenger Einhaltung des § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

Verwendet wurden athymische Nacktmiuse, welche sich aufgrund ihrer Immundefizienz
bereits als Modell fiir heterologe Transplantationen von Tumormaterial etabliert haben [88].
Gehalten wurden die Versuchstiere unter standardisierten Bedingungen von 20°C
Raumtemperatur, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55% und einem Kunstlichtmanagement,
welches einen 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus erlaubte. Die Tiere erhielten autoklavierte
Futterpellets und Wasser ad libitum.

2.2.5.1 Subkutaner Xenograftversuch
Zur Evaluierung des subkutanen Wachstums und der Bereitstellung von solidem

Tumormaterial fiir die subrenalen Xenograftversuche wurden athymischen Nacktmiusen
Sarkomzellen in der Flankenregion unter die Haut injiziert.

Dafiir wurden Zellen der entsprechenden Leiomyosarkom-Zelllinie in Suspension gebracht (vgl.
Zellkultur) und eine definierte Menge von 10 Millionen Zellen pro Flanke unter die Haut
injiziert. Nach einer Anwachszeit, welche sich stark nach der verwendeten Leiomyosarkom-

Zelllinie richtete, entstand an der Injektionsstelle eine solide Tumormasse.
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Zweimal wochentlich wurde die Grofle des Tumors mittels Schieblehre ermittelt und die

GroBenzunahme pro Zeit sowie das Gewicht des Versuchstieres dokumentiert.

2.2.5.2 Subrenaler Xenograftversuch
Den Versuchstieren mit subkutanem Tumor wurde nach zervikaler Dislokation der Tumor aus

der Flankengegend entfernt, in 25°C warmes PBS iiberfilhrt und das Gewebe in
stecknadelkopfgroBBe Stiicken geteilt. Die weitere Lagerung dieses Tumorgewebes erfolgte
ebenfalls in PBS bei Zimmertemperatur.

Nacktméuse wurden einzeln in eine spezielle Narkosekammer fiir kleine Nager {iberfiihrt und
mit einer Konzentration von 5% Isofluran begast. Sobald das Tier in Seitenlage gekommen war
und eine ruhige Atmung zeigte, wurde es aus der Kammer entfernt und zur weiteren
Aufrechterhaltung der Narkose mit einer Maske weiterhin mit 3% Isofluran begast.

Die anisthesierte Maus wurde in linker Seitenlage fixiert und mit Propanol die Riickenlinie,
sowie die laterale Bauch- und Brustwand desinfiziert. Mit sterilem Besteck wurde die rechte
laterale Bauchwand parallel zu den Lendenwirbelquerfortsétzen, kaudal des Rippenbogens auf
einer Lange von 1-2 cm eroffnet.

Durch Verschieben der Inzision auf Hohe der Niere wurde die genaue Lage dieser ausfindig
gemacht und oberhalb derer ein etwa ein Zentimeter langer Schnitt durch die Bauchdecke
angelegt. Durch den entstandenen Zugang zur Bauchhdhle wurde die Niere nach auflen
vorgelagert. Durch leichten manuellen Druck wurde die Niere in dieser Position gehalten.
Daraufhin wurde am kaudalen Pol der Niere mit einer 22G Kaniile eine etwa drei Millimeter
lange Inzision in der Nierenkapsel angelegt. Durch die entstandene Inzision wurde eine
Knopfsonde eingefiihrt, um die Nierenkapsel vom Parenchym zu 16sen und somit eine Tasche
zu schaffen, in die das Implantat eingesetzt werden konnte. Mit einer Pinzette wurde das
vorbereitete Tumorgewebe durch die Inzision in die geschaffene Tasche unterhalb der
Nierenkapsel platziert. Nach abschlieBender Positionierung des Gewebes mit einer Sonde
wurde die Niere in die Bauchhohle reponiert. Die Bauchdecke wurde mit einem 5-0 Monosyn-
Faden und einer einfachen, fortlaufenden Kiirschnernaht verschlossen. Die Hautrdnder wurden
mit einem Fibrin Gewebekleber adaptiert. Fiir das postoperative Schmerzmanagement wurde
Caprofen in einer Dosierung von 10mg/kg Korpergewicht am Tag der Operation, sowie den
ersten und zweiten Tag post OP subkutan injiziert. Die Mduse wurden in der viertelstiindigen

Aufwachphase mit Rotlicht bestrahlt, um einer Unterkiihlung vorzubeugen und zusitzlich in
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den nachfolgenden 24 Stunden engmaschig iiberwacht, um bei eventuell auftretenden

Blutungen oder weiteren Komplikationen einschreiten zu konnen [89].

2.2.5.3 Monitoring des Tumorwachstums
Fiir die subrenalen Xenograftversuche wurden ausschlieBlich Zellen verwendet, die vor

Versuchsbeginn lentiviral mit Luciferase transduziert wurden, um Tumorgewebe im lebenden
Versuchstier darstellen zu konnen (vgl. lentivirale Transduktion).

Eine viertel Stunde vor Versuchsbeginn wurde den Mausen 3mg Luciferin, gelost in 300ul PBS,
intraperitoneal injiziert.

Fiir diese Diagnostik wurden die betreffenden Nacktmduse in eine spezielle Narkosekammer
fiir kleine Nager tiberfiihrt und mit einer Konzentration von 5% Isofluran begast. Sobald das
Tier in Seitenlage gekommen war und eine ruhige Atmung zeigte, wurde es aus der Kammer
entfernt und in den In Vivo-Imager tliberfiihrt. Dort befand sich eine Narkosemaske, in welche
die Maus platziert wurde und zur Aufrechterhaltung der Narkose weiterhin mit 3% Isofluran
begast wurde.

Nach SchlieBBen der Dunkelkammer wurden vom Tumorgewebe emittierte Photonen detektiert
und mittels einer speziellen Software grafisch dargestellt.

Nach Ablauf der veranschlagten Zeitspanne bzw. bei Erreichen der Abbruchkriterien nach GV-

SOLAS wurden die Versuchstiere durch zervikale Dislokation euthanasiert.

2.2.6 Isobologramm
Zur Evaluation von kombinatorischen Effekten verschiedener Inhibitoren wurde die Methodik

des Isobologramms angewendet. Dazu wurden jeweils 1000 Zellen der bekannten
Leiomyosarkom-Zelllinien mithilfe des Multidrop-Dispenser in einer 384-Well Platte ausgesit.
Die Platten wurden fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Der Tecan D300e Digital Dispenser
wurde mit den zu verwendenden Inhibitoren befiillt. Dieser war in der Lage, je nach
vorgegebene Versuchsbedingungen, unterschiedliche Mengen der Inhibitoren in jede
Vertiefung der mit Zellen befiillten Platte zu geben. Es war moglich, Einfach-, Zweifach-, oder
Dreifachbestimmungen durchzufiihren. Am Ende der Befiillung mit verschiedenen Mengen an
Inhibitoren wurde jede Vertiefung automatisch normalisiert, sodass in jeder Vertiefung ein
gleiches Volumen an Fliissigkeit vorlag. Die Platten wurden im Anschluss fiir weitere 72

Stunden bei 37°C inkubiert. Darauffolgend wurde ein CellTiter-Glo®-Assay, nach
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Herstellerangaben durchgefiihrt. Am Ende wurde mithilfe des Tecan Spark MI10 die
Lumineszenz gemessen. Eine Auswertung der erhaltenen Messwerte und die Errechnung des

kombinatorischen Indexes erfolgte mithilfe der Software CalcuSyn Software (BioSoft).

227 PCR

2.2.7.1 DNA-Isolierung aus Tumor- und Lungengewebe
Das Tumormaterial, welches sowohl aus den subkutanen als auch aus den subrenalen

Xenograftversuchen entnommen wurde, wurde zu einem Teil in Paraffin eingebettet und zu
einem anderen Teil in flissigem Stickstoff schockgefroren. Entnommenes Lungengewebe
wurde komplett in Paraffin eingebettet. Die Extraktion von DNA fand nur aus den in Paraffin

eingebetteten Proben statt.

Zunichst wurde mittels einer Spinalkaniile Tumormaterial bzw. Lungengewebe aus den
Paraffinblocken gestanzt und dieses mit Deparaffinization Solution® fiir 3min auf 56°C erhitzt.
Nach Zugabe von 180ul ATL Puffer (DNA Kit) wurde die Probe bei 10000 RPM fiir eine
Minute zentrifugiert und 40ul Proteinkinase K (DNA Kit) in die untere Phase pipettiert. Die so
aufbereitete Probe wurde bei 56°C iiber Nacht unter stindigem Schiitteln inkubiert. Am
nichsten Morgen wurde die Temperatur des Heizblocks auf 90°C erhoht und die Probe eine
weitere Stunde inkubiert. Die klare Phase der Probe wurde in ein neues Reagenz tiberfiihrt und
200ul AL Puffer (DNA Kit) und 200ul 100% Ethanol hinzugegeben. Nach kurzer
Zentrifugation wurde die komplette Losung auf ein QIAmp Mini Spin Collum® (DNA Kit)
pipettiert und bei 8000 RPM fiir eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen,
500ul AW1 Puffer (DNA Kit) auf die Sdule gegeben und wiederum eine Minute bei 8000 RPM
zentrifugiert. Erneut wurde der Durchfluss verworfen, 500ul AW2 Puffer (DNA KIT) auf die
Saule gegeben und die Probe bei 14000 RPM fiir 3min zentrifugiert. Wiederum wurde der
Durchfluss verworfen und die Séule fiir weitere 3min bei 14000 RPM zentrifugiert, um letzte
Fliissigkeitsriickstinde zu entfernen. Falls vorhanden, wurde auch diesmal der Durchfluss
verworfen und im Anschluss 20ul Aqua dest. auf die Sdule gegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 5 min bei Raumtemperatur wurde die Sdule ein letztes Mal fiir 1min bei 14000 RPM

zentrifugiert. Der erhaltene Durchfluss enthielt die DNA der Probe.

35



Methoden und Material

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes einer Probe wurde photometrisch mithilfe des NanoDrop
1000 durchgefiihrt.

2.2.7.2 Polymerasekettenreaktion
Zur  Amplifikation  bestimmter = DNA-Abschnitte =~ wurde die  Methode  der

Polymerasekettenreaktion (PCR) verwendet [90]. Dabei wird durch die wiederholte
Anwendung bestimmter Temperaturzyklen ein bestimmter Abschnitt des Genoms exponentiell
vervielfiltigt.

Zunichst wurde ein Standard PCR-Ansatz hergestellt. Dazu wurden 5ul (20ng/ul) der zuvor
gewonnenen DNA mit 1ul 3’-Primer (TCCGATAAATAACGCGCCCA), 1ul 5'-Primer
(GAGATACGCCCTGGTTCCTG), 1ul ANTP-Mix, 0,25ul Polymerase und 10ul Sfach Puffer
versetzt. Die erhaltene Losung wurde im Anschluss mit Aqua dest. auf 50ul aufgefiillt.
Nachdem die Probe in die DNA Engine® eingefiihrt wurde, wurde das Standard PCR-Protokoll
ausgewdhlt. Zunichst wurde die Probe fiir 30 Sekunden auf 95°C erhitzt (Denaturierung),
gefolgt von einer Abkiihlung auf 50°C fiir 30 Sekunden (Annealing) und einer erneuten
Erhitzung auf 72°C fiir 60 Sekunden (Elongation). Dieser Zyklus wurde 30fach durchlaufen.
Am Ende der PCR stand die finale Elongation der DNA-Stringe fiir 10 Minuten bei 72°C und

einer darauffolgenden Abkiihlung auf 4°C zur dauerhaften Lagerung der erhaltenen Probe.

2.2.8 Zellzyklusbestimmung
Zur Bestimmung des Zellzyklus wurden die zu untersuchenden Leiomyosarkom-Zellen

mithilfe von Trypsin aus der Zellkulturflasche geldst, in PBS verdiinnt und in ein FACS
Réhrchen iiberfiihrt. Nach Zentrifugation der Probe bei 300 RPM fiir 3min wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 100ul PBS resuspendiert. Es wurde 500ul kaltes 70%iges
Ethanol zur Probe gegeben und die Zellen eine Stunde bei -20°C fixiert. Die Probe wurde im
Anschluss bei 300 RPM fiir 3min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Erneut wurde die
Probe in 500ul PBS resuspendiert, fiir 3min bei 300 RPM zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Im Anschluss erfolgte eine Resuspension der Probe in 500ul PBS, gefolgt von der
Zugabe von 500ul DNA Extraktionspuffer. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur fiir
5min wurde die Probe erneut bei 300 RPM fiir 3 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Die Probe wurde in 300ul DNA-Férbelosung resuspendiert und 30min unter Lichtausschluss
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bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin konnte die Probe in das FACS iibertragen werden,
wo eine lasergestiitzte Zellzyklusuntersuchung stattfand. Die erhaltenen Messdaten wurden

mittels Microsoft Excel ausgewertet und grafisch dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellcharakterisierung

Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg wurde bereits durch mehrere Autoren als einer der treibenden

Krifte in der Entstehung und dem Wachstum von Leiomyosarkomen bestitigt [36, 37, 91]. In

der vorliegenden Studie wurden vier Leiomyosarkom-Zelllinien mit bekannten genetischen

Verdnderungen dieses Signalweges untersucht.

SK-LMS 01, eine kommerziell erhiltliche, sowie LMS 03, LMS 04 und LMS 05, welche durch

Dr. Jonathan Fletcher am Brigham and Women's Hospital in Boston etabliert wurden,wurden

verwendet.

Zu diesen Zelllinien lagen Informationen iiber den Ursprung der Zelllinie sowie die

vorhandenen genetischen Verdanderungen vor (Tab. 6).

SK-LMS 01 LMS 03 LMS 04 LMS 05
Ursprung Metastase Metastase
der Zelllini Uterus (Diaphragma) (Retroperitoneum) | Oberschenkel
er Zelllinie P.: Oberschenkel P.: Uterus
inaktivierende
TSC2 Mutation
(Aspl143Val)
RB Deletion
homozygote homozygote
PTEN Deletion Deletion
homozygote
heterozygot . homozygote
TP33 G2458 und M23TK. | Splice-Stellen Deletion
Mutation
Deletion
NF-1 R1276fs*9
c-Met konstitutive mTOR-
Sonstiges Uberexpression, ARID1A V18171 ARID1A M&90V Aktivierung, STK11
GNAS A210P 920+32G>A

Tabelle 6: Genetische Aberrationen der untersuchten Leiomyosarkom-Zelllinien SK-LMS 01, LMS 03,

LMS 04 und LMS 05. Die Daten dieser Analysen stammen aus Untersuchungen des Brigham and Women's

Hospitals in Boston unter der Leitung von Dr. Jonathan Fletcher sowie dem Institut fiir Pathologie des

Universititsklinikums Essen.
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Diese gegebenen Informationen wurden mittels Western Blot-Analysen validiert. Bestatigt
werden konnten die Deletion von RB in LMS 04 sowie die PTEN Deletionen in LMS 03 und
LMS 04 durch Fehlen der charakteristischen Proteinbande. Weiterhin zeigt sich in gleicher
Weise die bekannte NF-1 Deletion in SK-LMS 01. Eine Verdnderung im TSC2 Protein von
LMS 05 konnte mittels Western Blot nicht bestdtigt werden. Deutlich stirkere Proteinbanden
zeigten sich in der Zelllinie SK-LMS 01 bei den Proteinen p53 sowie p27 im Vergleich mit den
anderen Zelllinien (Abb. 6).
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Abbildung 6: Western Blot-Analysen ausgewéhlter Proteine fiir die verwendeten LMS-Zelllinien.
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Abbildung 7: Morphologie der LMS-Zelllinien im Hellfeld (10-fache Vergrofierung)

3.2 Uberblick der ausgewihlten Inhibitoren

Zur Validierung der Wirkung von PI3K, mTOR und dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren wurde ein
Screening mit derzeit verfiigbaren Inhibitoren durchgefiihrt. Als Inhibitoren der PI3-Kinase
sowie des Proteins mTOR, wurden Alpelisib bzw. Everolimus ausgewdhlt. Beide Substanzen
zeichnen sich durch eine hohe Affinitit zu ihren Zielstrukturen aus und wurden bereits in
klinischen Studien am Menschen eingesetzt. [92, 93] Fiir die duale Inhibition von

PI3K und mTOR wurden exemplarisch drei Inhibitoren ausgewéhlt, welche sich im Spektrum
und der Affinitdt zu einzelnen PI3-Kinase Isoformen unterscheiden. Diese sind Dactolisib,
Gedatolisib sowie Voxtalisib. Zusétzlich zu den bekannten Zielstrukturen zeichnen sich diese
dualen Inhibitoren durch bekannte off target-Effekte aus, welche zur Inhibition weiterer
Kinasen fithren. Diese sind beispielsweise beim Dactolisib ATR bzw. beim Voxtalisib die

DNA-PK.
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3.3 Inhibition von PI3Ka bei Leiomyosarkom-Zelllinien

Alpelisib ist ein PI3-Kinase-Inhibitor, der sich durch eine hohe Affinitdt zur Untereinheit p110a
auszeichnet. Alle anderen Isoformen der Klasse I PI3-Kinasen werden dabei nur in minimaler
weise inhibiert. Der alleinige Einsatz dieses PI3K Hemmers zeigt in allen vier verwendeten
Leiomyosarkom-Zelllinien nur minimale wachstumsinhibitorische Effekte. Diese betragen
auch in hohen Konzentrationen von 10uM maximal 10 - 15% gegeniiber der DMSO-Kontrolle

(Abb. 8).
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Abbildung 8: Proliferationsassay mit allen LMS-Zelllinien unter Verwendung von Alpelisib (PI3Ka Inhibition)

3.4 Inhibition von mTOR bei Leiomyosarkom-Zelllinien

Deutlich stirkere Effekte als unter PI3K-Inhibition lassen sich durch eine mTOR-Inhibition in
Leiomyosarkomen erzielen. Dafiir wurde in der vorliegenden Studie Everolimus verwendet. Im
Zytotoxizititsassay lassen sich Wachstumshemmungen von 20-40% gegeniiber der DMSO-
Kontrolle, abhéngig von der betrachteten Zelllinie, erzielen. Dabei liegen in allen Zelllinien die
grofiten Effekte in einem Bereich bis 100nM. Dartiiber hinaus lassen sich auch bei steigenden
Konzentrationen des Inhibitors keine zusétzlichen wachstumsinhibitorische Wirkungen

nachweisen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Proliferationsassay mit allen Zelllinien unter Verwendung von Everolimus (mTOR-Inhibition).

3.5 PI3K- und mTOR-Inhibitoren zeigen keine Kombinationseffekte

Zur Evaluation der gemeinsamen Wirkung eines PI3K und mTOR-Inhibitors wurden Alpelisib
und Everolimus in folgender Weise miteinander kombiniert:

Eingesetzt wurde eine feste Konzentration Alpelisib von 5uM, die mit ansteigenden
Konzentrationen von Everolimus (1nM, 10nM, 100nM, 500nM, 1000nM, 5000nM, 10000nM)
kombiniert wurden. Dabei wurde deutlich, dass die kombinierte Wirkung der beiden Inhibitoren
keinen stirkeren wachstumshemmenden Effekt auf die Zellen ausiibt als die Anwendung des
mTOR-Inhibitors allein. Die Kurven beider Versuche verlaufen nahezu deckungsgleich.
Lediglich in LMS 04 zeigt initial in niedrigen Konzentrationen bis 100nM eine stirkere

Wachstumsinhibition (Abb. 10)-
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Abbildung 10: Proliferationsassay mit allen Zelllinien unter Verwendung von Alpelisib (PI3Ka-Inhibition) in

ansteigenden Konzentrationen mit einer festen Konzentration von 5uM Everolimus (mTOR-Inhibitor)

3.6 Starkere Effekte durch duale PI3K/mTOR-Inhibition

Alle dualen PI3K/mTOR Inhibitoren zeichnen sich durch eine zweifach inhibitorische Wirkung
sowohl auf die PI3-Kinase als auch auf mTOR aus. Dabei weisen sie grofle Schwankungen der
Bandbreite ihrer Wirkung auf die einzelnen katalytischen Untereinheiten (Isoformen) der PI3-

Kinase als auch auf deren Affinitit auf.

Gedatolisib besitzt ein vergleichsweise enges Wirkungsspektrum. Es inhibiert zwei der vier
Isoformen der Klasse I PI3-Kinasen, hat jedoch im Vergleich zu den anderen, in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Inhibitoren die hochste Affinitdt zu diesen sowie auch zu
mTOR. Gedatolisib ist der einzige, verwendete Inhibitor, bei dem in allen Zelllinien die IC50-
Werte erreicht werden. Diese liegen bei SK-LMS 01 bei 20nM, bei LMS 03 bei 40nM, bei LMS
04 bei 10nM und bei LMS 05 bei 700nM (Abb. 11 - 14).

Ahnliche, wenn auch etwas schwiichere Effekte sind unter der Verwendung von Dactolisib zu

beobachten. Dactolisib besitzt im Vergleich zum Gedatolisib schwichere Affinititen zu den

43



Ergebnisse

einzelnen katalytischen Untereinheiten der PI3K, zeigt jedoch eine inhibitorische Wirkung
gegentiber allen vier Isoformen der Klasse I PI3K. Die IC50-Werte liegen bei SK-LMS 01 und
LMS 03 in Bereichen, wie sie auch durch Gedatolisib erreicht werden. LMS 04 weist einen
mehr als zehnfach so hohen IC50-Wert im Vergleich zum Gedatolisib auf (110nM) und in LMS
05 wird dieser Wert selbst in hohen Konzentrationen von 10uM nicht erreicht.
Die schwichste Wirkung der untersuchten Inhibitoren wies Voxtalisib auf. Es besitzt deutlich
schwichere Affinitdten zu den katalytischen Untereinheiten der Klasse I PI3-Kinasen und zu
mTOR als die beiden vorgenannten Inhibitoren, besitzt zusitzlich jedoch eine hemmende
Wirkung auf die DNA-Proteinkinase. Voxtalisib zeigt in allen Zelllinien nur schwache bis sehr
schwache wachstumshemmende Eigenschaften. In LMS 04 und LMS 05 betrigt diese
Wachstumsinhibition auch in héheren Konzentrationen von 10uM nicht mehr als 10%
gegeniiber der DMSO-Kontrolle. In den Zelllinien SK-LMS 01 und LMS 03 kann dieser Wert
auf 30% bzw. 20% gesteigert werden.

Aufgrund der iiberlegenen inhibitorischen Wirkung von Gedatolisib gegeniiber den beiden
anderen dualen Inhibitoren wurde im Verlauf dieser Arbeit Gedatolisib fiir die weiteren In-

vitro- als auch In-vivo-Versuche herangezogen.
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Abbildung 11: Proliferationsassay mit ausgewdhlten dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren in SK-LMS 01.
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Abbildung 12: Proliferationsassay mit ausgewahlten dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren in LMS 03
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Abbildung 13: Proliferationsassay mit ausgewahlten dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren in LMS 04.
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Abbildung 14: Proliferationsassay mit ausgewéhlten dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren in LMS 05.

Zur Uberpriifung dieser wachstumsinhibitorischen Effekte auf Proteinebene wurden Western
Blot-Analysen durchgefiihrt.

Exemplarisch fiir die Aktivierung des PI3K-Signalweges wurden drei Proteine ausgewéhlt, die
durch ihre phosphorylierte Form den Aktivitdtsgrad widerspiegeln. Diese Proteine sind AKT,
S6 und 4EBP1.

Alpelisib fiihrt in einer Dosierung von 5 puM zur nahezu kompletten Inhibition der
Phosphorylierung von AKT. Nachgeschaltete Proteine der Signalkaskade werden in ihrem
Aktivitatslevel geringfiigig beeinflusst. Eine minimale Inhibition von pS6 ist nur in LMS 05
bei einer Konzentration von 5uM zu beobachten, wohingegen es in keiner der vier Zelllinien
zur Inhibition von p4EBP1 kommt. Beziiglich der pMAPK kommt es bei LMS 04 zu einer
Steigerung der Proteinexpression. Bei einer Alpelisibkonzentration von SuM wird die Intensitét
dieses Proteins um den Faktor 5,48 gesteigert (Abb. 15). Im Western Blot zeigt Everolimus in
einer Konzentration von 1uM eine komplette Hemmung von pS6 in allen Zelllinien und eine

geringgradige Inhibition von p4EBP1.
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Zu einer steigenden Proteinintensitit der pMAPK kommt es wie beim Einsatz von Alpelisib bei
LMS 04. Diese Induktion ist mit einer Steigerung der Proteinexpression um den Faktor 3,27

jedoch geringer als bei der Behandlung mit Alpelisib (Abb. 15).

Eine deutliche Inhibition von AKT wird in allen Zelllinien bei der Behandlung mit Gedatolisib
in Konzentrationen von 1nM-1000nM erreicht (Tab. 15). Dabei schwanken die Werte der
inhibitorischen Konzentration von 10nM in LMS 04 bis 500nM in LMS 03.
Ahnliche Effekte werden auch am Ende des PI3K-Signalweges bei der Betrachtung von S6 und
4EBP1 deutlich. Wie bei AKT erfolgt eine komplette Inhibiton dieser Proteine.
Am deutlichsten ist diese Hemmung in SK-LMS 01, LMS 04 und LMS 05 zu beobachten, wo
eine komplette Inhibition bereits ab einer Konzentration von 50nM erfolgt. Die resistenteste
Zelllinie ist in diesem Fall LMS 03. Hier erfolgt eine komplette Inhibition dieser beiden
Proteine  durch  Gedatolisib erst ab  einer  Konzentration von  500nM.
Wie bereits durch mehrere Autoren beschrieben, kann es bei der Verwendung eines dualen
PI3K/mTOR-Inhibitors zu einer kompensatorischen Induktion der pMAPK kommen.
Diese bekannten Kompensationsmechanismen konnten auch in den verwendeten
Leiomyosarkom-Zelllinien beobachtet werden. Bei Konzentrationen von 1000nM Gedatolisib
wurde eine Induktion der pMAPK um den Faktor 1,43 in SK-LMS 01, um 6,35 in LMS 04 und
um den Faktor 3,74 in LMS 05 beobachtet. Fiir LMS 03 konnte eine solche Steigerung der
pPMAPK-Expression nicht bestétigt werden.
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Abbildung 15: Western Blot-Analysen aller LMS-Zelllinien beziiglich der Expression ausgewéhlter Proteine des
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PI3K-Signalweges in phosphorylierter und nicht phosphorylierter Form.
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3.7 Untersuchung des additiven Effektes von MAPK Inhibitoren in
Kombination mit Gedatolisib

Aufgrund der bestétigten Induktion der pMAPK in drei der vier verwendeten Zelllinien wurde
zur Kompensation dieses negativen Feedbackmechanismus Trametinib, ein MEK Inhibitor, in
den Leiomyosarkom-Zelllinien verwendet. Dieses wurde sowohl allein als auch in
Kombination mit Gedatolisib angewandt. Wie aus Abbildung 16 ersichtlich zeigt sich lediglich
SK-LMS 01 gegeniiber der Behandlung mit Trametinib empfindlich. Dort kénnen in hohen
Konzentrationen von 10uM inhibitorische Effekte zwischen 40% und 50% gegeniiber der
DMSO-Kontrolle erzielt werden. Alle anderen Zelllinien zeigen nur geringe Sensitivititen

gegentiber der alleinigen MEK-Inhibition durch Trametinib.
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Abbildung 16: Proliferationsassay mit allen LMS-Zelllinien unter Verwendung von Trametinib (MEK-Inhibition).

Zur Uberpriifung der Wirkung des Trametinib auf dessen Zielstruktur wurden Western Blot-
Analysen durchgefiihrt. Diese bestdtigen eine deutliche Inhibiton der pERK bereits ab einer
Konzentration von 50nM in allen vier Zelllinien (Abb.17).

Weiterhin wurden Zytotoxizititsassays unter der kombinierten Anwendung beider Inhibitoren

(Gedatolisib + Trametinib) durchgefiihrt. Dabei wurde sowohl Gedatolisib in einer
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Konzentration von 10nM mit ansteigenden Konzentrationen von Trametinib, als auch
Trametinib in einer Konzentration von 100nM mit ansteigenden Konzentrationen von
Gedatolisib kombiniert.

In der Kombination von 10 nM Gedatolisib mit steigenden Konzentrationen von Trametinib
zeigt sich in allen Zelllinien ein additiver Effekt. Die Dosis-Wirkungs-Kurve des Trametinib
wird dabei um den Wert der Sensibilitdt der einzelnen Zelllinien gegentiber der Exposition mit
Gedatolisib in einer Konzentration von 10nM verschoben. Die Verschiebung der Kurven in
Richtung der x-Achse betriagt im Mittel bei SK-LMS 01 17%, bei LMS 03 10%, bei LMS 04
26% und bei LMS 05 24%.

Starkere kombinatorische Effekte wurden in der Verwendung von 100nM Trametinib mit
steigen Konzentrationen Gedatolisib beobachtet. Sowohl in der Zelllinie LMS 03 (17% stirkere
Wachstumsinhibition) als auch in LMS 05 (14,4% stirkere Wachstumsinhibition) kommt es zu
deutlichen additiven Effekten verglichen mit den Dosis-Wirkungs-Kurven unter der alleinigen

Anwendung von Gedatolisib

In der Zelllinie LMS 04 verlaufen hingegen die Kurven der alleinigen Verwendung von
Gedatolisib und der Kombination mit 100nM Trametinib nahezu deckungsgleich. In SK-LMS
01 wird unter den beschriebenen Versuchsbedingungen sogar ein synergistischer Effekt erzielt
(Abb. 18).

Proteinanalysen unter der kombinierten Anwendung beider Inhibitoren zeigen in den Zellinien
SK-LMS 01 sowie LMS 03 eine Inhibition von Proteinen des PI3K-Signalweges in niedrigeren
Konzentrationen des dualen PI3K/mTOR-Inhibitors als in deren alleiniger Anwendung. SK-
LMS 01 zeigt bereits ab einer Konzentration von 50nM Gedatolisib kombiniert mit 50nM
Trametinib eine deutliche Inhibition von pAKT. Eine vergleichbare Inhibition wird in der
alleinigen Anwendung von Gedatolisib erst ab einer Konzentration von 100nM erreicht.
Ahnliche, wenn auch schwiichere Effekte werden bei der Betrachtung von pS6 sowohl in SK-

LMS 01, als auch in LMS 03 deutlich (Abb. 17).
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Abbildung 17: Western Blot-Analysen aller LMS-Zelllinien beziiglich der Expression ausgewihlter Proteine des
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Zur Validierung des synergistischen Effektes von Trametinib und Gedatolisib in SK-LMS 01
wurde die Methodik des Isobologram verwendet, in der kombinatorische Effekte quantitativ
dargestellt werden konnen. Auf Grundlage eines Algorithmus wird ein kombinatorischer Index
(CI) berechnet. Ein synergistischer Effekt wird bei kombinatorischen Indizes unter eins erreicht.
Je niedriger dieser Zahlenwert, desto hoher der synergistische Effekt. Fiir die beiden
eingesetzten Inhibitoren kann in SK-LMS 01 ein kombinatorischer Index von bis zu 0,2
errechnet werden. Dieser Wert wird besonders hdufig in 1:1 Kombinationen von Trametinib

und Gedatolisib erreicht und zeigt ein hohes Mal3 an Synergie (Abb. 18).
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Abbildung 18: Darstellung von kombinatorischen Effekten mittels Isobologram in SK-LMS 01. Aufgetragen sind
jeweils ansteigenden Konzentrationen von Gedatolisib (8nM, 15nM, 30nM, 60nM, 125nM, 250nM,
500nM, 1000nM), kombiniert mit festen Konzentrationen von Trametinib (rot:30nM, griin:60nM, blau:250nM).

Inwieweit diese Kombination einen Einfluss auf die Teilungsaktivitit der Zelllinie SK-LMS 01
zeigt, wurde mittels Zellzyklusanalysen untersucht. Nach der Behandlung mit 10nM
Gedatolisib konnte der prozentuale Anteil an Zellen, welche sich in der S-/G2-Phase befinden,
auf'42,5%, gegeniiber der DMSO-Kontrolle mit einem Anteil von 46,8%, gesenkt werden. Eine
stirkere Verkleinerung dieser pramitotischen Phasen wurde hingegen mit der alleinigen
Behandlung von 100nM Trametinib erreicht. Der Anteil der Zellen der S-/G2-Phase betrug in
diesem Fall 26,4%. Der stirkste Effekt wurde in der Kombination beider Inhibitoren deutlich,

in welcher der prozentuale Anteil auf 17,1% reduziert werden konnte (Abb. 19). Die Absenkung
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der S- und G2-Phase des Zellzyklus zeigt somit einen Zellzyklusarrest unter der kombinierten

Anwendung von Gedatolisib und Trametinib in SK-LMS 01 an.
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Abbildung 19: Zellzyklusbestimmungen von SK-LMS 01. Die eigesetzten Konzentrationen der Inhibitoren fiir
Gedatolisib (duale PI3K/mTOR-Inhibition) lagen bei 10nm und fiir Trametinib (MEK-Inhibition) bei 100nM.

3.8 Xenograftversuche

3.8.1 Subkutanes Engraftment
Zur Generierung von solidem Tumormaterial, als auch zur Uberpriifung des subkutanen

Engraftment der vier Leiomyosarkomzelllinien in der Nacktmaus wurden Zellen subkutan
injiziert. Aufgrund der vorherigen lentiviralen Transduktion der Zellen mit Luciferase konnte
die Entwicklung des Tumormaterials im lebenden Tier dargestellt und dokumentiert werden.
Alle vier verwendeten Leiomyosarkom-Zelllinien zeigten eine hundertprozentige
Engraftmentrate in den Versuchstieren (Abb. 20). Die bendtigten mittleren Zeiten bis zum
Erreichen einer grof3en, soliden Tumormasse sind dabei stark von der verwendeten Zelllinie
abhéngig.

Die kiirzesten Abstinde zwischen der Injektion der Zellen und dem Erreichen einer gro3en

Tumormasse (Abbruchkriterien nach FELASA) benétigten LMS 03 und LMS 04 mit einer
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durchschnittlichen Zeit von 3 Wochen. SK-LMS 01 benétigte 4 Woche und LMS 05 zeigte mit

einer durchschnittlichen Wachstumszeit von einem halben Jahr das langsamste Wachstum aller

Zelllinien.
Zelllinie Verlaufskontrolle Engraftmentrate Zelllinie Verlaufskontrolle Engraftmentrate
SK-LMS 01 100% LMS 04 100%
- 4
LMS 03 100% LMS 05 100%

Abbildung 20: Engraftmentrate im subkutanen Xenograftversuch bei allen vier LMS-Zelllinien. Dargestellt sind
die Versuchstiere in Narkose in einer Dunkelkammer zur Detektion von Photonen, welche durch Luciferase

transduzierte Zellen emittiert werden.

3.8.2 Etablierung Nierenkapselmodell
Zur Validierung eines Metastasierungsmodells fiir Leiomyosarkome wurde das

Nierenkapselmodell fiir die Nacktmaus ausgewaihlt. Lentiviral transduzierte Tumoren wurden
aus Spendertieren entnommen (subktane Xenograftversuche) und subrenal in zehn
Empfingertiere implantiert. Ziel dieses Eingriffes war die Entwicklung eines soliden Tumors

unter der Nierenkapsel sowie eine eventuelle Metastasierung in andere Organe.

Nach erfolgreicher Durchfiihrung dieser OP wurde ein- bis zweimal wochentlich ein Screening
zur Uberpriifung des Engraftments unter der Nierenkapsel durchgefiihrt.

Hohe Engraftmentraten wurden dabei in den Zelllinien SK-LMS 01 sowie LMS 03 deutlich.
Jeweils neun von zehn Versuchstieren zeigten sowohl postoperativ als auch in der

Abschlusskontrolle nach etwa zwei Monaten starke Lumineszenzsignale in der linken Flanke.
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Deutlich geringer waren die Engraftmentraten der beiden anderen Zelllinien.
In der Zelllinie LMS 04 zeigte eine von zehn Médusen in der ersten postoperativen Kontrolle ein
schwaches Lumineszenzsignal, welches jedoch dort bei der Abschlusskontrolle nach 2 Monaten
nicht mehr detektierbar war. Post mortem durchgefiihrte Untersuchungen der linken Niere
zeigten narbige Verdnderungen, jedoch keinen Hinweis flir ein Tumorwachstum in diesem
Organ.

Etwas bessere Ergebnisse wurden in der postoperativen Kontrolle in LMS 05 beobachtet. Fiinf
der neun verwendeten Versuchstiere zeigten postoperativ ein schwaches Luminezenzsignal in
der linken Flanke. Eine erwartete Zunahme des Signales nach zwei Monaten blieb jedoch aus.
Stattdessen waren weiterhin lediglich schwache Signale ermittelbar. Zur Uberpriifung des
Zeitraumes bis zum Erreichen eines starken Luminszenzsignales wurde der Versuch iiber die
geplanten zwei Monate hinweg weitergefiihrt. Erst bei der Kontrolle am Tag 197 nach der OP
zeigte auch LMS 05 vergleichbar starke Signale, wie sie in SK-LMS 01 und LMS 03 nach zwei
Monaten beobachtet wurden (Abb. 21).

Nach Ablauf der Verlaufskontrollen wurden die Versuchstiere aller Zelllinien einer Sektion
unterzogen, um Riickschliisse der Stirke des Lumniszenzsignals auf die eigentliche
Tumorgréfle zu erhalten. Dabei zeigte sich eine starke Korrelation zwischen gemessener
Intensitdt des Lumineszenzsignals und der an der linken Niere gebildeten Tumormasse. Mit
steigender Grofe des Tumors stieg auch die Intensitit des Signals proportional an.

Aufgrund der geringen Engraftmentrate von LMS 04 und LMS 05 wurden diese beiden

Zelllinien von den weiteren Versuchen ausgeschlossen.
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Zelllinie Kontrolle post OP | Verlaufskontrolle Engraftmentrate Zelllinie Kontrolle post OP | Verlaufskontrolle Engraftmentrate

SK-LMS 01 91,18% LMS 04

0%

+197d

LMS 03 97.37% LMS 05

55,56%

Abbildung 21: Engraftmentrate im subrenalen Xenograftversuch bei allen vier LMS-Zelllinien. Dargestellt sind
die Versuchstiere in Narkose in einer Dunkelkammer zur Detektion von Photonen, welche durch Luciferase
transduzierte Zellen emittiert werden. Pro Zelllinien wurde jeweils eine postoperative und eine Aufnahme an Ende

der Versuchsreihe abgebildet.

Nach erfolgreicher Etablierung des Nierenkapsel-Xenograftmodells in SK-LMS 01 und LMS
03 sollte deren Potential zur Ausbildung von Metastasen untersucht werden. Hierzu wurden
weiteren Versuchstieren Tumormaterial der jeweiligen Zelllinie unter die Nierenkapsel
implantiert. Das erfolgreiche Engraftment wurde erneut mittels In-vivo-Imager tiberpriift. Nach
Ablauf von zwei Monaten wurden alle Versuchstiere einer Sektion unterzogen.
Makrometastasen konnten bei dieser Untersuchung bei keinem der Tiere festgestellt werden.
Weitere Untersuchungen erfolgten am Institut fiir Pathologie des Universitdtsklinikums Essen
durch einen Pathologen. Mithilfe histologischer Verfahren (HE-Firbungen) konnten keine
Mikrometastasen in den eingereichten Lungengeweben der Versuchstiere bestétigt werden.

Zur Validierung der Ergebnisse der Pathologie wurden Gewebeproben aus den in Paraffin
eingebetteten Lungenproben gewonnen und eine PCR zum Nachweis von Luciferase-positiven-
Zellen durchgefiihrt. Weder in Versuchstieren mit der Zelllinie SK-LMS 01 noch mit LMS 03
konnten Tumorzellen in den genommenen Gewebeproben der Lunge nachgewiesen werden
(Abb. 22). Lediglich im Versuchstier 3.8 zeigte sich eine schwache Bande auf Hohe des
Luciferase-Signals in der PCR. Nach erneuter Uberpriifung des Organs im Institut fiir

Pathologie konnten jedoch keine Tumorzellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: PCR-Auswertung von Lungenmaterial zur Untersuchung auf das Vorhandensein von Luciferase

tragenden Zellen. Die Abbildungen zeigen jeweils die Zelllinie SK-LMS 01 (oben) und LMS 03 (unten).

Das Nierenkapselmodell hat sich im Versuchstier Nacktmaus, unter Verwendung von
Leiomyosarkom-Zelllinien, als Metastasierungsmodell fiir nicht geeignet herausgestellt. In

keiner der gesammelten Gewebeproben der Lunge gab es einen Hinweis auf eine

Metastasierung in dieses Organ.

3.8.3 In-vivo-Therapie

Zur Beurteilung der inhibitorischen Eigenschaften von Gedatolisib und Trametinib in vivo
wurde deshalb auf das subkutane Xenograftmodell zuriickgegriffen. Nacktmdusen wurden
dabei 2,5 Millionen Zellen der Leiomyosarkomzelllinie SK-LMS 01 subkutan in beide Flanken
injiziert. Nach einer einmonatigen Anwachsperiode wurden die Versuchstiere in vier
randomisierte Gruppen geteilt und nach einem festgelegten Behandlungsplan therapiert. Die
orale Applikation von Trametinib erfolgte dabei tiglich und die parenterale Applikation von
Gedatolisib alle drei Tage. Die GroBe der subkutanen Tumoren wurde in regelmiBigen

Abstdanden kontrolliert und nach dem Versuchsende, zwei Wochen nach Therapiebeginn,
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evaluiert. Dabei zeigte sich eine deutliche Reduktion der Tumorlast von therapierten Mausen
gegenliber den Kontrolltieren. Der mediane Zuwachs der Tumormasse betrug in der
Kontrollgruppe 122,8 mm?. Deutlich geringer fielen dabei die medianen Zuwédchse in den
anderen Gruppen aus. Unter der Behandlung mit Trametinib lag dieser Zuwachs bei 26,7 mm?,
bei Gedatolisib bei 30,8 mm? und unter der kombinierten Anwendung der beiden Inhibitoren
bei 26,1 mm?3. Demzufolge ldsst sich unter der kombinierten Anwendung des dualen
PIBK/mTOR- und des MEK-Inhibitors eine signifikante Reduktion der Tumorlast in der
Nacktmaus erzielen (Abb. 23).
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Abbildung 23: Auswertung des subkutanen Xenograftversuches von SK-LMS 01 mithilfe eines Boxplot-
Diagramms. Aufgetragen sind die vier Versuchsgruppen (Kontrollgruppe, Trametinib-Gruppe, Gedatolisib-

Gruppe und Trametinib- + Gedatolisib-Gruppe) unter Ermittlung der Tumor Ratio fiir jeden gebildeten Tumor.
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4 Diskussion

Die Prognose von Patienten mit Leiomyosarkomen (LMS) ist trotz der Verbesserung von
Operationstechniken und dem Einsatz intensiver multimodaler Therapien nach wie vor schlecht.
Leiomyosarkome besitzen ein hohes Potential zur Metastasenbildung und Patienten im Stadium
IV weisen eine mittlere Uberlebenszeit von nur 1 Jahr auf [94]. Auch neuere fiir
Leiomyosarkome zugelassene Therapien, wie Trabectedin (medianes progressionsfreies
Uberleben: 2,97 Monate [95]) oder Pazopanib (medianes progressionsfreies Uberleben: 5
Monate [25]), weisen nur kurzfristige mediane Tumorkontrollraten auf [96]. Auch
Immuntherapien scheinen bislang, bis auf wenige kasuistische Einzelfille, ohne einen sicheren
Wirkungshinweis zu sein [97].

Bislang stehen fiir betroffene Patienten keine Therapiekonzepte zur Verfiigung, die auf

rekurrenten genetischen Verdnderungen basieren.

Seit einigen Jahren hdufen sich die Hinweise darauf, dass der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg
einer der entscheidenden Grundlagen in der Pathogenese von Leiomyosarkomen sein konnte.
In neuen Veroffentlichungen wird stets auf die Abhédngigkeit dieser beiden Komponenten
hingewiesen. In einer groBen Studie von The Cancer Genome Atlas wurde eine Reihe von
Sarkomen auf ihre genetischen Verdnderungen untersucht. Unter anderem wurde eine grof3e
Anzahl von Leiomyosarkomen in diese Untersuchungen eingeschlossen. Neben Mutationen
bzw. Deletionen von TP53 und RB1 konnten auch regelhaft Veridnderungen des
PI3K/AKT/mTOR-Signalweges nachgewiesen werden. Deletionen von PTEN und
Amplifikationen vom IGF1-Rezeptor, AKT, RICTOR und mTOR f{iben in einer Vielzahl der
Fille onkogene Wirkungen aus. Eine daraus resultierende Verdnderung und Aktivierung des
gesamten PI3K-Signalweges konnte in 84% der Proben nachgewiesen werden [36]. Bestitigt
werden diese Ergebnisse durch eine Studie aus dem Jahr 2018. In dieser wurden Tumoren von
Patienten mit Leiomyosarkomen einer genetischen Analyse unterzogen. Erneut zeigte sich die
sehr hohe Frequenz der Inaktivierung von TP53 und RB1, aber auch Veridnderungen von PTEN
konnten zu 54% in dieser Kohorte nachgewiesen werden [98]. Noch stirker scheint die

genomische Aktivierung bei uterinen Leiomyosarkomen vorzukommen. In dieser Studie

59



Diskussion

konnten Verdanderungen im Proteingehalt von TP53, RB1, sowie PTEN in 92%, 88% bzw. 75%
der Proben gezeigt werden [99].

Basierend auf den bisher publizierten Daten konnte bei einem Teil der Patienten mit
Leiomyosarkomen eine konstitutive Aktivierung des PI3K-Signalwegs vorliegen. Uber die
biologische Abhingigkeit der Zelle von der Aktivierung ist bislang wenig bekannt.

Wir haben zunéchst Zelllinien validiert und konnten typische, bei Leiomyosarkomen berichtete
Verinderungen nachweisen. Diese Verinderungen stehen in Ubereinkunft mit den bisher
publizierten Daten. So konnten beispielsweise PTEN- (LMS 03 und LMS 04) und RBI1
Deletionen (LMS 04), aber auch TP53-Mutationen (SK-LMS 01 und LMS 03) in unseren
Zelllinien nachgewiesen werden. Des Weiteren besitzt die Zelllinie LMS 05 eine TSC2
Mutation, welche zu einer PI3K unabhéngigen konstitutiven Aktivierung von mTOR fiihrt.
Auf Grundlage der vielfiltigen Verdnderungen der verwendeten Zelllinien war es moglich, ein
breites Spektrum der im klinischen Alltag vorhandenen Mutationen von Leiomyosarkom-

Patienten in unserem Modell abzubilden.

Basierend auf diesem Wissen haben wir ein Screening mit einer gro3en Anzahl von derzeit
verfligbaren Inhibitoren des PI3K-Signalweges durchgefiihrt. Am potentesten zeigten sich
dabei die dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren. Zunichst wurden spezifische PI3K und mTOR

Inhibitoren allein und in Kombination miteinander untersucht.

Es zeigte sich, dass die alleinige PI3K-Inhibition in allen untersuchten Zelllinien nahezu
wirkungslos war. Das in dieser Studie verwendete Alpelisib ist ein spezifischer PI3Ka-Inhibitor.
Die iibrigen PI3K Isoformen der Klasse I werden dabei nur in minimaler Weise inhibiert.

Anhand von Western Blot-Analysen konnte bestitigt werden, dass es bei einer alleinigen
PI3Ka-Inhibition zu einer ineffektiven Hemmung des Signalweges kommt. Trotz des Einsatzes
des Inhibitors ist der PI3K-Signalweg nicht gehemmt, was anhand der
Phosphorylierungszustinde  nachgeschalteter = Proteine  bestdtigt ~werden  konnte.
Moglicherweise stellt sich die Inhibition einer einzelnen PI3K-Isoform als zu ineffektiv dar,
um zu einer Hemmung der Signaltransduktion beizutragen. Studien bestédtigen eine iiberlegene

Wirkung von isoformspezifischen PI3K-Inhibitoren, wenn die betroffenen Tumorzellen eine
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treibende Mutation in der zu inhibierenden Struktur aufweisen. Kopf-Hals-Tumoren mit
PI3KCA-Mutation zeigen beispielsweise eine deutlich gesteigerte Ansprechbarkeit auf
Alpelisib gegeniiber Tumorzellen mit intakten PI3Ka [100].

Die von uns verwendeten Leiomyosarkom-Zelllinien weisen keine PI3K-Mutationen auf. Es
kommt jedoch zu einer indirekten Aktivierung der PI3-Kinase aufgrund der Deletion der
Phosphatase PTEN. Dies ist bei der Hilfte der verwendeten Leiomyosarkom-Zelllinien der Fall.
Diese Zelllinie zeigen jedoch keine erhohte Ansprechbarkeit auf Alpelisib. Wir konnten mit
unseren Ergebnissen demonstrieren, dass eine PTEN-Deletion keine direkte Rationale zum
Einsatz eines PI3Ka-Inhibitors darstellt. Neuste Erkenntnisse von Ovarialtumoren mit einer
PTEN-Deletion zeigen jedoch, dass diese Zellen eine starke Abhéngigkeit von PI3KJ} besitzen
konnten [101].

Diese Isoform wird von Alpelisib jedoch nur in minimaler Weise inhibiert, wodurch es
vermutlich, trotz des Einsatzes des Inhibitors, zu einer Aktivierung des Signalweges kommt.
Bestdtigt werden konnten diese Daten in einer Studie mit dem spezifischen PI3K Inhibitor
KIN-193. In dieser Untersuchung zeigte sich eine starke Korrelation zwischen -einer
bestehenden PTEN-Deletion und der Ansprechbarkeit auf den Inhibitor KIN-193 in Brustkrebs
und Prostatakarzinomen [102].

In den von uns verwendeten Leiomyosarkom-Zellinien konnten wir eine solche PI3K[-
Abhingigkeit in PTEN-deletierten Zellen nicht nachweisen. LMS 03 und LMS 04 mit
bestdtigter PTEN-Deletion zeigten keine deutlichen Unterschiede bei dem Einsatz von
Dactolisib (u.a. PI3K-Inhibition) und Gedatolisb (keine PI3Kf Inhibition). Dies wire jedoch
bei einer bestehenden PI3K[-Abhéngigkeit zu erwarten gewesen.

Beim Einsatz von Alpelisib kann es durch intrinsische oder erworbene Resistenzen, trotz der
Inhibition von PI3K a, vermittelt iiber andere PI3K-Isoformen, zur Phosphorylierung von
mTORC1 kommen. Dieser Mechanismus konnte beispielsweise bei der Untersuchung von
Brustkrebszellen bestitigt werden [103]. Die Moglichkeit der Tumorzelle, die
Signaltransduktion auf andere PI3K-Isoformen umschalten zu konnen, scheint eine
entscheidende Rolle bei der Resistenzbildung und bei moglichem Therapieversagen zu sein.
Eine Inhibition von mTOR, welches in der Signalkaskade unterhalb von PI3K liegt, scheint

eine weitere mogliche Therapieoption darzustellen.
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Gegentiber der schwachen Wirkung des PI3K-Inhibitors zeigt der mTOR-Inhibitor eine
moderate  Wirkung in allen verwendeten Leiomyosarkom-Zelllinien. Bereits bei der
Betrachtung des PI3K-Inhibitors konnte gezeigt werden, dass der Fokus nicht auf der Inhibition
einer einzelnen Zielstruktur liegen kann, sondern vielmehr darauf, wie essentiell diese
Zielstruktur fiir die onkogene Signaltransduktion in der Zelle ist. S6 und 4EBP1 scheinen in
diesem Zusammenhang als Endglieder der PI3K-Signalkette ein Indikator dafiir zu sein, wie
effektiv die Hemmung bestimmter Strukturen fiir die Unterbrechung der gesamten Kaskade ist.
In einer Studie mit verschiedenen Sarkomzelllinien unter der Verwendung des mTOR-
Inhibitors Ridaforolimus zeigte sich die Leiomyosarkomzelllinie SK-LMS 01 als eine der
sensibelsten gegentiber Ridaforolimus. Quantifiziert werden konnten diese guten Ergebnisse in
Leiomyosarkomen unter anderem durch eine signifikante Reduktion von phosphoryliertem S6
und 4EBP1, sowohl in vitro als auch in vivo [104]. Auch andere mTOR-Inhibitoren zeigen in
Leiomyosarkomen @hnliche Effekte wie Ridaforolimus. In einer klinischen Studie bei Patienten
mit fortgeschrittenem Leiomyosarkom, die refraktir auf konventionelle Chemotherapie
reagierten, konnten mit dem mTOR Inhibitor Temsirolimus méBige Effekte erzielt werden. In
der untersuchten Patientenkohorte konnte durch den Einsatz vom Temsirolimus in 50% der
Fille (3/6) ein stable disease erreicht werden [105]. Eine gezielte mTOR-Inhibition scheint in
Leiomyosarkomen mit biologischer Abhingigkeit von diesem Signalweg, eine fundamentale
Sdule der antiproliferativen Therapie darzustellen.

Wobei die alleinige mTOR-Inhibition nur einen moderaten wachstumshemmenden Effekt
ausiibt und die Kombination mit einer PI3K-Inhibition einen deutlichen Therapievorteil zu
verschaffen vermag [80].

Interessanterweise ist die Kombination von den PI3K- und mTOR-Inhibitoren Alpelisib und
Everolimus bei der in vitro Betrachtung von Leiomyosarkomen deutlich ineffektiver als die
Anwendung von kombinierten PI3K/mTOR Inhibitoren. Eine mdgliche Erklarung fiir dieses
Phinomen konnte in der Inhibition mehrerer PI3K-Isoformen durch die dualen Inhibitoren
liegen. Dactolisib zeigt beispielweise eine inhibitorische Wirkung gegeniiber allen vier
Isoformen der Klasse I PI3-Kinasen. Ein weiterer Aspekt scheint jedoch nicht nur in der
Quantitdt, sondern auch in der Qualitit der Inhibition bestimmter Isoformen zu liegen. Im
Proliferationsassay besitzt Gedatolisib nahezu identische inhibitorische Eigenschaften wie

Dactolisib, obwohl dieser Inhibitor weder eine Wirkung gegeniiber der PI3Kf-, noch der
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PI3K&-Isoform zeigt. Die Affinitdten zu den iibrigen Zielstrukturen sind jedoch deutlich groBer
als dies bei Dactolisib der Fall ist. Die Affinitit zur PI3Ka-Isoform ist beispielsweise um das
10fache erhoht. Moglicherweise spielt in Leiomyosarkomen die kombinierte Inhibition der
PI3Ka-, als auch der PI3Ky-Isoform eine entscheidende Rolle zum Erreichen eines starken
antiproliferativen Effektes. Zudem scheint die Affinitit zu den essenziellen Zielstrukturen ein

wichtiger Faktor zu sein.

Voxtalisib ist ein selektiver PI3Ky-Inhibitor mit hoher Affinitdt zu dieser Struktur. Die {ibrigen
PI3K Isoformen der Klasse I als auch mTOR werden nur mit niedriger Affinitét inhibiert. Es
zeigt sich eine nur geringe antiproliferative Wirkung, was vermuten ldsst, dass eine starke
Inhibition von mTOR und der PI3Ka-Isoform mit zusitzlicher Inhibition von PI3Ky die
effektivste Therapie von PI3K-Signalweg-abhingigen Leiomyosarkomen darstellt.

Ahnliche Daten zu Abhingigkeiten von bestimmten Isoformen der Klasse I PI3-Kinasen sind
bereits von B-Zell-Lymphomen bekannt. Bei der selektiven Hemmung bestimmter Isoformen
konnte in diesem Tumormodell gezeigt werden, dass sowohl eine effektive PI3Ka-, als auch
eine PI3Kd-Hemmung notwendig sind, um eine gute antiproliferative Wirkung zu erzielen
[106].

Es scheint somit mdglich zu sein, dass bestimmte Tumore von mehreren PI3K-Isoformen
abhingig sind und die onkogene Signaltransduktion wechselweise durch die eine oder die
andere Isoform tibernommen werden kann.

Wie effizient die Hemmung einer bestimmten Struktur fiir die Tumorzelle ist kann, wie bereits
erwédhnt, daran festgemacht werden, inwieweit Proteine auf dem gesamten PI3K-Signalweg
gehemmt werden.

Exemplarisch fiir duale Inhibitoren zeigt Gedatolisib in allen vier Leiomyosarkom-Zelllinien
durch deutliche Reduktion der phosphorylierten Formen von AKT, S6 und 4EBP1 eine
Hemmung des gesamten Signalweges. Diese Reduktion der Phosphorylierungszustinde
korreliert ~ mit  der  effektiven = Wachstumshemmung im  Proliferationsassay.
Erstaunlicherweise kommt es beim Einsatz von PI3K- bzw. mTOR-Inhibitoren nicht zu diesen
deutlichen Verdnderungen.

Alpelisib hemmt pAKT, aber seltsamerweise nicht pS6 und p4EBP1. Die Inhibition des

gesamten Signalweges scheint aber essenziell fiir einen starken antiproliferativen Effekt zu sein.
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Damit stehen unsere Ergebnisse iliber Leiomyosarkome nicht im Einklang mit anderen
Veroftentlichungen. Wie aus der bereits zitierten Studie {iber Kopf-Hals-Tumoren hervorgeht,
konnte in den dort verwendeten Zelllinien mit Alpelisib sowohl eine Hemmung von pAKT, als

auch eine Hemmung von pS6 erreicht werden [100].

Ahnliche Daten liegen iiber Melanomzelllinien vor. Alpelisib zeigt auch dort einen deutlichen
Effekt gegeniiber pAKT und pS6 bereits in flinfach niedrigeren Konzentration, als sie bei
unseren Leiomyosarkom-Zelllinien verwendet wurden [107]. Wir spekulieren hierzu, dass die
eng miteinander verwobenen komplexen Signalnetzwerke der PI3K- und RAS/RAF/MAPK-
Signalwege gewebespezifische Unterschiede aufweisen.

Die mTOR-Inhibition durch Everolimus scheint sich in dhnlicher Weise ineffektiv auf die
gesamte PI3K-Signalkaskade auszuwirken. Wir konnten zeigen, dass Everolimus in unseren
Leiomyosarkomzelllinien zwar die Phosphorylierung von pS6, jedoch nicht von pAKT und
p4EBP1 hemmt. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinkunft mit Daten zum myelodysplastischen
Syndrom. Auch dort konnte durch den Einsatz von Everolimus zwar eine Inhibition von pS6,
jedoch nicht von pAKT erzielt werden. In einigen Fillen fiihrt die mTOR-Inhibition sogar zu
einer leichten Induktion von pAKT [108]. Es scheint plausibel, dass eine genetische
Verianderung oberhalb der mTOR-Ebene, beispielsweise durch eine PTEN-Deletion, zu einer
moglichen Akkumulation von pAKT fiihren konnte. Diese Mdglichkeit wurde aber nach
unserem Wissensstand bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht weiter evaluiert.
Weitere Daten zum nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom fiithren eine andere Moglichkeit der
Induktion von pAKT an. Ein méglicher negativer feedback loop, welcher nach der Inhibition
von mTOR aktiviert wird, konnte zu einer Induktion von pAKT fiihren. Diese pAKT-Induktion
war mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 reversibel, wodurch ein Riickkopplungseffekt
wahrscheinlich ist. Everolimus fiihrte auch in dieser Studie jedoch zu einer Hemmung von pS6

und p4EBPI1 [109].

Leiomyosarkome zeigen diese starke Inhibition durch Everolimus nicht. In keiner der vier
verwendeten Leiomyosarkom-Zelllinien konnte eine Hemmung von p4EBP1 durch den Einsatz
von Everolimus erzielt werden. Riickschliisse aus der zuletzt genannten Studie konnten

Aufschliisse zu diesem Sachverhalt liefern. Nicht-kleinzellige Lungenkarzinome reagieren
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zwar mit einer Hemmung von p4EBP1 auf den Einsatz von Everolimus, weiterhin konnte aber
zusétzlich gezeigt werden, dass es zu einer Steigerung von phosphoryliertem elF4E kommt. Es
scheint mdoglich, dass die PI3-Kinase fiir die Phosphorylierung und somit den daraus
resultierenden Konflikt in der Zelle verantwortlich ist. Moglicherweise stellt sich ein instabiles
Gleichgewicht des eIF4E in der Zelle zwischen der dephosphorylierten Form, getriggert durch
4EBP1, und der phosphorylierten Form, welche durch Einfliisse der PI3-Kinase zustande
kommen. Es erscheint moglich, dass dieses Gleichgewicht in nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen zugunsten von pelF4E und in Leiomyosarkomen zugunsten von p4EBP1
verschoben sein konnte.

Diese Option sollte in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden.

Ahnliche kompensatorische Mechanismen wurden speziell bei der Anwendung von dem dualen
PI3K/mTOR-Inhibitor Gedatolisib in unseren Studien beobachtet. Im Western Blot kommt es
bei steigender Konzentration des Inhibitors zu einer kompensatorischen Aktivierung der
pMAPK. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit bisher publizierten Daten zur
Anwendung von dualen PI3K/mTOR-Inhibitoren. In Pankreas- und Nierenkarzinomen, aber
auch bereits in Leiomyosarkomen, konnte eine kompensatorische Aktivierung der pMAPK
unter der Anwendung von Dactolisib beobachtet werden. Als Ursache fiir diese Mechanismen
wird ein negativer feedback loop iiber den mTORC2-Komplex vermutet [78, 80, 110]. Dieses
Phinomen scheint jedoch nicht nur eine Ursache der dualen Inhibition zu sein, sondern konnte
auch bei der alleinigen Anwendung von mTOR- oder AKT- Inhibitoren, sowohl in vivo, als
auch in vitro in diversen Tumoren beobachtet werden [76, 77, 81, 82]. Der genaue
Mechanismus konnte bis zur jetzigen Zeit allerdings noch nicht genau geklart werden. Vermutet
wird in diesen Fillen das Einsetzen von negativen Riickkopplungsmechanismen und
Quervernetzungen zwischen den Signalwegen, welche die Signaltransduktion vom
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg, auf den RAS/Raf/MEK/ERK-Signalweg umschalten. Uber
diesen Signalweg werden nun weiterhin wachstumsstimulierende und proliferationsférdernde
Signale an die Zelle weitergegeben.

Um dieses Umschalten auf den RAS/Raf/MEK/ERK-Signalweg in den von uns verwendeten
Leiomyosarkom-Zelllinien zu unterbinden wurde der MEK-Inhibitor Trametinib eingesetzt.
Zunichst wurde die alleinige Wirkung von Trametinib auf die vier Leiomyosarkom-Zelllinien

untersucht. Trametinib zeigte lediglich in SK-LMS 01 einen wachstumshemmenden Effekt. In
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dieser Zelllinie besteht eine NF-1-Deletion, welche zu einer konstitutiven Aktivierung und
damit zu einer biologischen Abhingigkeit von diesem Signalweg fiihrt. Rekapitulieren lasst
sich dieses genetische Ereignis in Mausmodellen mit NF-1 Knockout. Die Versuchstiere
reagierten auf diesen Knockout mit darauffolgender Adenovirusinjektion mit der Bildung von
myogenen Tumoren und peripheren Nervenscheidentumoren. Nach der Behandlung mit dem
MEK-Inhibitor PD325901 konnte das Wachstum der neu gebildeten Tumoren verzégert und
die Ausbildung des membranstéindigen Rezeptors VEGFa reduziert werden [111].

In der Kombination des PI3K/mTOR- und des MEK- Inhibitors besteht demzufolge das
Potential, mogliche negative Riickkopplungsmechanismen zu unterbinden und eine effektivere
antiproliferative Therapie zu konzipieren, als es mit der Inhibition einzelner Signalwege der
Fall wire. Diese Effekte konnten jedoch nur in der Zelllinie SK-LMS 01 beobachtet werden.
LMS 03, LMS 04 und LMS 05 zeigten diese erwiinschten Effekte nicht. In SK-LMS 01 kommt
es unter der kombinierten Anwendung von Gedatolisib (PI3K/mTOR-Inhibitor) und Trametinib
(MEK Inhibitor) zu einem deutlich gesteigerten wachstumshemmenden Effekt. Eine Synergie
und ein deutlicher Zellzyklus-Arrest unter Verwendung beider Inhibitoren konnte
nachgewiesen werden. Solche synergistischen Effekte und das Einsetzen von Apoptosen
konnten bereits in mehreren Tumorentititen nachgewiesen werden. In einer Studie mit
Ovarialkarzinomen erreichte in allen sechs verwendeten Zelllinien die Kombination von
Voxtalisib (PI3K/mTOR-Inhibitor) und Pimasertib (MEK-Inhibitor) einen synergistischen
Effekt [112].

Diese Kombination wurde unseres Wissens bisher in Leiomyosarkomen noch nicht weiter
untersucht. Diese Ergebnisse konnten daher eine Rationale fiir eine Studie sein, bei der eine
Kombinationstherapie bei Patienten untersucht wird, die Mutationen beider Signalwege
aufweisen.

Um diesen translationalen Ansatz weiter zu verfolgen, sollten diese vielversprechenden
Ergebnisse im Xenograftversuch weiter validiert werden. Das Ziel war zunéchst die Etablierung
eines Metastasierungsmodelles fiir Leiomyosarkome. In Nacktmausen betrugen die subkutanen
Anwachsraten 100% fiir jede Zelllinie (10/10). Nach einer Anwachszeit von etwa zwei

Monaten bildete sich bei drei von vier Zelllinien ein solider Tumor unter der Haut in der
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Flankenregion. In diesen Xenograftversuchen konnten wir keine Hinweise auf pulmonale
Metastasierungen feststellen.

Im sukutanen Xenograftversuch mit Nacktméusen scheint es somit nicht moglich zu sein, ein
Metastasierungsmodell fiir Leiomyosarkome zu etablieren.

Studien anderer Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass eine Transplantation von
Tumormaterial unter die Nierenkapsel zu einer besseren Engraftmentrate und invasivem und
metastatischem Verhalten fiihren kann.

Als orthotopes Tumormodell ist die Niere hervorragend geeignet, um Invasivitit und
Metastasierungsverhalten patietennah im Mausversuch rekapitulieren zu konnen [113]. Aber
auch andere Tumoren zeigen &hnliches biologisches Verhalten unter der Nierenkapsel.
2014 gelang es, Patientenmaterial von Lungentumoren unter die Nierenkapsel von
Nacktméusen zu transplantieren. Die Engraftmemtraten unter der Nierenkapsel waren sogar 9,1%
hoher als dies in der subkutanen Lokalisation der Fall war [114]. Weitere Versuche unter der
Verwendung von endometrialen Tumoren zeigen unter der Nierenkapsel von NOD SCID
gamma (NSG) Maiusen ein invasives und metastatisches Wachstum [115]. In unseren Studien
mit den bekannten Leiomyosarkom-Zelllinien kam es zu hervorragenden Anwachsraten. Bei
den Zelllinien SK-LMS 01 und LMS 03. LMS 04 und LMS 05 zeigten hingegen deutlich
schlechtere Anwachsraten als dies im subkutanen Xenograftversuch der Fall war. Eine
pulmonale Metastasierung konnte auch hier in keinem der durchgefiihrten Xenograftversuche
bestitigt werden.

Es scheint somit nicht moglich zu sein, fiir Leiomyosarkome in Nacktmiusen ein
Metastasierungsmodell durch subrenale Xenograftversuche zu etablieren. Moglicherweise
scheint die Verwendung von NOD SCID Maiusen fiir zukiinftige Versuche
erfolgsversprechender zu sein. Auch die Mdglichkeit eines orthotopen Tumormodelles, zur
Etablierung eines Metastasierungsmodells fiir Leiomyosarkome sollte bei zukiinftigen Studien

beriicksichtigt werden.
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5 Zusammenfassung

Leiomyosarkome (LMS) sind eine der am héufigsten auftretenden, mesenchymalen Tumoren
des Menschen. Sie weisen eine glattmuskulédre Differenzierung auf und kdnnen prinzipiell im
gesamten menschlichen Korper entstehen. Gehéduft werden sie jedoch im Retroperitoneum, den
Extremititen oder dem Uterus diagnostiziert. Leiomyosarkome zeichnen sich durch aggressives
Wachstum aus und haben in einer Vielzahl der Félle bei der Erstdiagnose dieser Erkrankung
bereits Metastasen in anderen Organen wie Lunge, Leber oder den Knochen gebildet. Trotz
intensiver multimodaler Therapien verstirbt ein GroBteil der Patienten aufgrund von
metastatischen Verdnderungen. Bisher ist es nicht moglich, diese Erkrankung auf Grundlage
von Therapien, basierend auf konkreten genetischen Verdnderungen, zu behandeln.

Diverse Studien weisen darauf hin, dass es in Leiomyosarkomen gehéuft zu Dysregulationen
im PI3K-Signalweg kommt und die gebildeten Tumoren eine biologische Abhéngigkeit von
diesem Signalweg zeigen. Mit diesem Wissen wire es moglich, neue Therapiekonzepte fiir
betroffene Patienten zu etablieren.

In dieser Arbeit sollte die Inhibition des PI3-Kinase-Signalweges auf die Proliferationsaktivitit
von Leiomyosarkom-Zelllinien untersucht werden. Wir konnten zeigen, dass sich mit dem
Einsatz eines dualen PI3K/mTOR-Inhibitors in vitro deutlich stirkere Effekte erzielen lassen,
als es bei der alleinigen Inhibition von PI3K oder mTOR moglich ist. Zusétzlich konnten wir
mithilfe von Proteinanalysen Kompensationsmechanismen der Zelle aufdecken, welche es
ermoglichen, einer Hemmung des PI3K-Signalweges entgegen zu wirken. Durch
Feedbackmechanismen kommt es zur verstérkten Aktivierung des MAPK-Signalweges bei dem
Einsatz von Inhibitoren des PI3K-Signalweges in Leiomyosarkomen. Dieser Kompensation
konnte mit dem MEK-Inhibitor Trametinib entgegengewirkt werden. Die kombinierte
Anwendung des dualen PI3K/mTOR-Inhibitors Gedatolisib mit dem MEK-Inhibitor
Trametinib zeigte in der Zelllinie SK-LMS 01 einen synergistischen Effekt. Durch in-vivo-
Untersuchungen konnten die positiven Wirkungen der kombinierten Anwendungen beider
Inhibitoren bestétigt werden. Es zeigte sich im subkutanen Xenograftversuch mit SK-LMS 01
eine signifikant reduzierte Tumormasse gegeniiber der Kontrollgruppe.

Diese vielversprechenden Ergebnisse sollten bei der Planung neuer Therapiekonzepte fiir
Leiomyosarkom-Patienten beriicksichtigt werden und konnten helfen, nicht nur eine bessere

Therapie zu gewihrleisten, sondern auch moglichen Resistenzen vorzubeugen.
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6 Summary

Targeting the PI3K- and MAPK pathway in leiomyosarcoma

Leiomyosarcomas (LMS) are one of the most common soft tissue tumors in humans and
typically show smooth-muscle differentiation. While these tumors can arise anywhere in the
body, most LMS are found in the retroperitoneum, the extremities and the uterus. LMS are
characterized by their aggressive growth and in many patients, at first diagnosis, metastases
have already spread to other sites like lung, liver or bones. Despite intense, multimodal
therapies the majority of patients die because of metastatic events. As of yet, no targeted
therapies, exploiting concrete genetic aberrations have been approved for LMS treatment.
Various studies have shown a dysregulation and oncogenic addiction of the PI3K signaling
pathway in LMS tumors, which could be exploited to establish new therapy concepts for
patients.

In the current study we evaluated the inhibition of the PI3K signaling pathway in LMS cell
lines in vitro and in vivo. We show that dual PI3K/mTOR inhibitors are superior to inhibitors
of PI3K or mTOR alone. In addition we identified a compensatory feedback mechanism by
which induction of MAPK signaling counteracts PI3K/mTOR inhibition. This effect could be
successfully abrogated using the MEK inhibitor trametinib. Dose-combination experiments
with the PI3K/mTOR inhibitor gedatolisib and trametinib revealed synergistic effects in one
LMS cell line. In vivo experiments with a nude mouse LMS xenograft model confirmed the
superior efficacy of combined treatment with these inhibitors, as observed by a significantly
reduced tumor volume in combined treatment vs. control group.

These promising preclinical results could serve as a basis for new therapeutical concepts for

LMS patients.
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