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EinfUhrung

1.1 Die Aderhaut

Die Aderhaut (Choroidea) befindet sich in der hinteren Augenhélfte zwischen Sklera und
Retina und bildet zusammen mit dem Irisstroma und dem Ziliarkérper die Uvea, auch mittlere
Augenhaut oder Tunica vasculosa bulbi genannt. Der Aufbau der Aderhaut besteht aus drei
Schichten: der duBeren Suprachoroidea, die GefdRe und Nerven beinhaltet, des mittleren
Stratum vasculare und der inneren Choroidocapillaris (Kapillarschicht), in direkter
Nachbarschaft zum Pigmentepithel der Retina [1].

Im Stroma der Aderhaut verlaufen BlutgefaBe und es ist mit zahlreichen Melanozyten
durchsetzt. Die Sinneszellen der Retina und das Pigmentepithel werden lber diese GefdRe

versorgt [1].

1.2 Das Aderhautmelanom

Das Aderhautmelanom, eine vergleichsweise seltene Tumorerkrankung, ist der haufigste
bosartige okulare Tumor [2]. In Industriestaaten wird das Aderhautmelanom in ungefahr 4-11
Fillen pro Million Einwohner pro Jahr diagnostiziert [3-6], was ungefdahr 5% aller
Melanomerkrankungen darstellt.

Die Neoplasie ensteht aus Melanozyten, die sich in der Choroidea, dem Ziliarkérper und der
Iris befinden [7, 8], folglich aus Melanozyten der Uvea. Diesbeziiglich stellt der englische
Begriff “uveal melanoma” eine treffendere Bezeichnung fiir die Erkrankung dar. Zirka 85% der
Falle betreffen den in Bezug zum Augendquator posterioren Abschnitt der Choroidea, die
damit haufigste Lokalisation des Aderhautmelanoms [9]. Der vordere Abschnitt, bestehend
aus Iris, Ziliarkdrper und vorderer Choroidea, umfasst 9-15% der Falle [9].

Zytologisch und nach prognostischer Relevanz wird das Aderhautmelanom nach der AFIP-
modifizierten Callender-Klassifikation [10] eingeteilt. Lasionen die nur Spindel-A-Zellen
nachweisen werden als Spindelzellndvus und damit als benigne eingeteilt. Sie weisen
prognostisch den besten Ausgang auf. Tumoren mit Spindel-B-Zellen mit oder ohne Spindel-
A-Zellen werden als Spindelzell-Melanome klassifiziert. Gemischtzellige Melanome beinhalten
sowohl Spindel-B- als auch Epitheloidzellen. Epitheloidzellhaltige Melanome haben einen
Epitheloidzell-Anteil von (iber 75% und haben die schlechteste Prognose [10]. Diesen Zellen

wird eine intrinsische Affinitdat zur Metastasierung nachgesagt und der Epitheloidzell-Anteil
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wird deshalb als entscheidendes Charakteristika der Hochrisikoldsionen gewertet [11, 12].
Zusammen mit den Spindelzell-Melanomen und gemischtzelligen Melanomen werden sie als
maligne eingestuft.

Neben der Zellzusammensetzung beeinflusst auch die Lokalisierung des Aderhautmelanoms
die Prognose. Melanome der Iris stellen 2-4% der Falle dar und werden mit einer friihen
Diagnose und der besten Prognose in Verbindung gebracht [13]. Tumoren, die im Ziliarkorper
lokalisiert sind, werden mit der schlechtesten Prognose assoziiert und stellen 4-7% der
Aderhautmelanome dar. Grundsatzlich entwickeln zirka 50% der Patienten langfristig
Metastasen. Wenn die Metastasierung eintritt, haben die Betroffenen trotz Behandlung eine
mediane Uberlebenszeit von vier bis 15 Monaten [14-18].

Das Aderhautmelanom wird weitestgehend als ein spontanes Mutationsereignis angesehen.
Es wurden bestimmte Risikofaktoren als pradisponierende Faktoren fir die Entwicklung des
Melanoms beschrieben, wie beispielsweise Irisfarbe, Hautfarbe, nordeuropdische
Abstammung und selten auch positive Familienanamnese [19-23]. Wie Virgili et al. belegten,
gibt es einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Inzidenz und dem geographischen
Breitengrad, mit einer Jahresinzidenz von zirka zwei Fallen pro Million Einwohner in
siideuropaischen Landern im Vergleich zu acht Fallen in nordeuropdischen Landern [6]. Die
Collaborative Ocular Melanoma Study (COMS) Gruppe gibt weitere Risikofaktoren fiir
Tumorwachstum und eine mogliche Malignitat an: eine groRe initiale Tumordicke und ein
grofRer —durchmesser, das Vorhandensein von orangem Pigment, die Abwesenheit von Driisen

und von tumornah gelegenem retinalen Pigmentepithel [24].

1.3 Metastasierung des Aderhautmelanoms

Das Aderhautmelanom ist ein hochagressiver Tumor der haufig metastasiert [3]. In ungefahr
90% der Falle ist die Leber als Ort der Metastasierung betroffen [3, 7, 25]. Kath et al. [26]
beschreiben folgende unterschiedliche Lokalisierungen der Fernmetastasen: Leber (87%),
Lunge (46%), Knochen (29%) und Haut (17%). Es ist bekannt, dass das Aderhautmelanom Gber
den hamatogenen Weg in entfernte Organe metastasiert, die (iberwiegende Leberbeteiligung
kann allerdings noch nicht ausreichend erkldrt werden [27]. Sobald sich Lebermetastasen
entwickeln, haben Patienten eine mediane Uberlebenszeit von zirka sechs bis neun Monaten
[3, 26]. Patienten, die Metastasen ohne Leberbeteiligung entwickeln, haben hingegen eine

deutlich héhere Lebenserwartung von durchschnittlich zehn bis 31 Monaten [26].



Die Metastasierung des Aderhautmelanoms ist ein komplexer Mechanismus, der durch ein
erhohtes Potenzial der Tumorzellen in Bezug auf Proliferation, Migration und Invasion
zustande kommt [28]. Man vermutet, dass viele Patienten zur Zeit der Diagnose bereits
subklinische Mikro-Metastasen [29] haben und diese friihzeitige Metastasierung fiir die
erhohte Mortalitat des Aderhautmelanoms verantwortlich ist [30]. Auch die GroRe der
Tumoren wird mit hoheren Metastasierungsraten und einer schlechteren Prognose in
Verbindung gebracht. Eine Metaanalyse, die die Mortalitdt nach Enukleation unterschiedlich
groBer Aderhautmelanome vergleicht, zeigt eine geringere Uberlebensrate bei groRen
Tumoren (47%) im Vergleich zu kleinen (84%) und mittelgrofRen (68%) Tumoren [31]. In einer
Studie von 1776 Patienten konnten Damato und Coupland [32] die pradiktive Wertigkeit des
Tumordurchmessers beziiglich des Metastasierungsrisikos und der Mortalitat bestatigen. Laut
Shields et al. [33] ist diesbeziiglich auch die Tumordicke maRgeblich entscheidend: Nach
Ergebnissen einer 8033 Patienten umfassenden Studie erhoht sich das Risiko fiir eine
Metastasenentwicklung mit jedem zusatzlichen Millimeter Tumordicke um 5%. Des Weiteren
gibt die COMS-Gruppe diffuses Wachstumsmuster und die Anwesenheit von mitotischen

Figuren als bekannte Risikofaktoren fir Metastasierung an [34].

1.4 Therapie des primaren Aderhautmelanoms

Flr die Therapie des primaren Aderhautmelanoms haben sich drei Verfahren etabliert. Eine
Therapiesaule bildet die Enukleation. Die zweite Moéglichkeit bieten verschiedene Verfahren
der Strahlentherapie. Die Resektion in Verbindung mit Strahlentherapie stellt die dritte
etablierte Therapieoption dar [35].

Bei der Enukleation wird das betroffene Auge komplett entfernt und mit einem Implantat
ersetzt. In seltenen Fallen kann es zu Infektionen und Hadmatomen kommen, die manchmal
eine Entfernung des Implantats zur Folge haben kdnnen [36].

Haufigste Therapieform ist die Strahlentherapie. Hierbei wird gezielt das Tumorgewebe
bestrahlt ohne dabei das betroffene Auge entfernen zu missen. Bei der Brachytherapie
werden kleine Strahlentrager in die Sklera, oberhalb des Tumors, implantiert. Da nur eine
Seite der Strahlentrager strahlungsdurchlassig ist, kann gezielt in Richtung Tumorgewebe
bestrahlt werden. Hauptsachlich zwei Applikatoren spielen hierbei eine Rolle, Ruthenium [37]

und lod-125 [38].



Zusatzlich wird die Strahlentherapie in Form von stereotaktischer Radiotherapie angewendet.
Beim Cyber Knife [39] Verfahren handelt es sich um strahlenchirurgische, roboter-assistierte
Photonenbestrahlung. Auch das Gamma Knife [40], ein ahnliches, alteres Verfahren, gibt
roboter-assistiert Strahlung in Form von Gammastrahlen aus radioaktiven Cobalt-lonen ab.
Mit beiden Verfahren ist im Rahmen einer einzeitigen Intervention eine millimetergenaue
Bestrahlung des Tumorgewebes moglich [39, 41].

Eine weitere Anwendung von Strahlentherapie stellt die Protonenbestrahlung [42] dar. Der
Tumor wird prdoperativ markiert und anschliefend von auBen in mehreren kurzen Sitzungen
bestrahlt. Diese aufwendige Methode, die nur an spezialisierten Zentren durchgefiihrt werden
kann, ist sehr prazise und gibt im pramarkierten Tumorbereich die héchste Strahlendosis ab,
ohne das umliegende Gewebe irreversibel zu schadigen.

Bei allen Verfahren der Strahlentherapie kann die Bestrahlung der Netzhaut zu einer
Strahlenretinopathie flihren und Patienten langfristig eine Katarakt entwickeln. In seltenen
Fallen wird der Sehnerv teilweise oder vollstiandig beschadigt, was Visuseinschrankungen bis
hin zur Erblindung als Komplikation haben kann [43, 44].

Eine weitere Therapiemoglichkeit stellt die Resektion [45] des Tumors mit anschlieBender

Bestrahlung dar.

Allen beschriebenen Behandlungsarten ist gemein, dass das metastatische Potenzial nicht
wesentlich beeinflusst wird und es trotzdem bei vielen Patienten zu einer Metastasierung
kommt [35]. Deshalb ist es essentiell, neben den primaren Therapieformen auch

systemtherapeutische Behandlungen zu erforschen und zu entwickeln.

1.5 Molekulargenetische Grundlagen des Aderhautmelanoms

Der MAPK/ERK-Signalweg spielt physiologisch eine essenzielle Rolle in der Ubertragung
extrazellularer Signalstoffe auf intrazelluldre Prozesse, die eine Vielzahl von Zellfunktionen wie
Proliferation, Differenzierung und Zellzyklusprogression regulieren. Diese Kaskade kann tber
mehrere unterschiedliche Rezeptorfamilien aktiviert werden, allen voran via den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (GPCR) [46]. Bei G-Proteinen handelt es sich um heterotrimerische,
membranstandige  Guanin-Nukleotid-bindende Rezeptorproteine, die Signale von
extrazellularen Faktoren an verschiedene intrazellulare Transduktionswege koppeln und aus

drei Untereinheiten aufgebaut sind: alpha, beta und gamma [47]. Wenn die a-Untereinheit an
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GTP gebunden ist, ist das G-Protein aktiv, wird hingegen GTP zu GDP hydrolisiert, ist die
Aktivitat blockiert [48, 49]. Uber die membrangebundene Phospholipase C beta (PLCB) fiihrt
die a-Untereinheit von Gqg zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) [50-52] (siehe Abb. 1),
die weitere Aktivierung findet (iber Ras oder Raf statt. Die Raf-Kinasen (Raf-1, B-Raf, A-Raf),
Komponenten der MAPKKK-Ebene, filhren durch Serin-Phosphorylierung [53] zur Aktivierung
von MEK1/2 (MAPKK-Ebene) [54, 55], diese phosphorylieren und aktivieren schlieBlich ERK1
und ERK2 auf MAPK-Ebene (siehe Abb. 1). Ein weiterer Mechanismus der Ubertragung von
extrazellularen Signalen auf die MAPK/ERK-Kaskade lduft tiber den EGF-Rezeptor und andere
Tyrosinkinase-Rezeptoren (RTK) ab [56] (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1: Vereinfachte und schematische Darstellung des MAPK/MEK/ERK-Signalweges und
seine Wirkung auf die Zellfunktion; angepasst und modifiziert [57-59]; mit Microsoft Visio®

erstellt.

ERK1/2 sind Serin/Threonin-Kinasen die sowohl im Zytosol als auch nach Translokation im
Nukleus eine Vielzahl von Substraten phosphorylieren [60]. Nukleare Ziele von ERK sind unter
anderem die Ternary-Complex-Factor-Familie (TCF) der Transkriptionsfaktoren. Elk1 ist das
am detailliertesten erforschte Mitglied dieser Familie [61], es konnte gezeigt werden, dass

eine Phosphorylierung von Elk1 durch ERK1/2 zu erhohter Transkriptionsaktivitat fuhrt [27,
12



62, 63]. Diese Transkriptionsfaktoren spielen eine wesentliche Rolle in der
Expressionsinduktion der ,Immediate Early Genes” (IEG) [64]. Die IEG-Produkte wie c-Fos, c-
Myc und c-Jun induzieren , late-response genes” [57, 65], welche Zelliberleben, -teilung und
-motilitat bewirken [66]. Im Zytosol wirkt ERK unter anderem auf cAMP, Phosphodiesterase
(PDE4), zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2) [67] und eine Vielzahl von Regulatorproteinen,
darunter die sogenannten MAPK-activating-Proteinkinasen (MAPKAPK) [68]. Hierzu gehoren
die RSK [69], die MAPK/SAPK-activated-Kinase (MSK) [70], MAPK-signal-interacting-kinases 1
und 2 (MNK1,2) [71, 72] und MAPKAPK-3/5 [68]. Uber die RSK-Proteinfamilie und andere
Regulatorproteine nimmt die MAPK/ERK-Kaskade regulierenden Einfluss auf Zellwachstum, -
proliferation, -motilitdt und -liberleben. Dies wird durch die RSK-vermittelte Phosphorylierung
mehrerer Transkriptionsfaktoren im Nukleus und im Zytosol durch Inaktivierung
verschiedener pro-apoptotischen Proteine bewirkt [73]. Eine Vielzahl von ribosomalen
Proteinen wird durch aktivierte RSK-Enzyme phosphoryliert und aktiviert, wodurch die
Proteinsynthese gesteigert wird. RSK1/2 fordert zudem die Transition von der G1- zur S-Phase
durch Phosphorylierung und Inaktivierung des Zellzyklus-Inhibitoren p27Kipl1 [63], der
indessen Zyklin-CDK-Komplexe, die essenziell fir die Progression des Zellzyklus sind, inhibiert

[74].

Ein weiterer Mechanismus, der beziiglich der Kontrolle von Zellfunktionen wie Uberleben,
Differenzierung, Proliferation und Metabolismus eine essenzielle Rolle spielt, ist der
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg (siehe Abb. 2). Aktivierte RTK aktivieren Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) der Klasse-la durch direkte Bindung an den Rezeptor oder indirekt durch
Phosphorylierung von Bindungsproteinen, welche PI3K binden und aktivieren [56, 75]. Uber
die GBy-Untereinheit des GPCR wird Klasse-1b-PI3K aktiviert [76]. Klasse-I-PI3K phosphoryliert
PIP2 zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3), dieses bindet 3-Phosphoinositid-
abhéangige Kinase-1 (PDK1) und AKT (Proteinkinase-B) an der Plasmamembran [56, 77, 78].
PDK1 phosphoryliert die Aktivierungsdomdne von AKT, die hydrophobe Domane wird von
MTOR-Komplex 2 (mTORC2), der ebenfalls RTK- und PI3K-vermittelt Gber nicht weiter
bekannte Signalmechanismen aktiviert wird, phosphoryliert [79]. AKT aktiviert mTOR-
Komplex 1 (mTORC1) durch die indirekte Inhibierung der negativen Regulatoren [56, 80, 81]
(siehe Abb. 2).
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Abbildung 2: Vereinfachte und schematische Darstellung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges und
seine Wirkung auf die Zellfunktion; angepasst und modifiziert [80, 82, 83]; mit Microsoft Visio®

erstellt.

AKT erhoht die Uberlebensfihigkeit von Zellen, indem es durch die Inhibition pro-
apoptotischer Proteine die Einleitung apoptotischer Prozesse verhindert [77, 78] (siehe Abb.
2). AKT inhibiert zudem die Expression von Transkriptionsfaktoren wie Forkhead-box-O
(FOXO) und p53 und wirkt somit zusatzlich antiapoptotisch [81, 84]. AKT-Aktivierung fordert
zudem auch proliferative Signalwege durch nachgeschaltete Ziele, die in die Regulierung des
Zellzyklus eingreifen. Ein beschriebener Mechanismus wird durch die Inaktivierung von GSK3
bewerkstelligt: aktiviertes GSK-3 inaktiviert die nuklearen Zykline D1 und E sowie die
Transkriptionsfaktoren c-Jun und c-Myc; durch die Inaktivierung von GSK3 wird somit die
Progression des Zellzyklus unterstiitzt [65, 73, 84, 85]. Desweiteren fordert AKT die Transition

von der G1- zur S-Phase durch Hemmung der Aktivierung der Zellzyklus-Inhibitoren p27Kip1
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und ,retinoblastoma-like 2“ (RBL2) [84, 86]. Uber mTORC1 wirkt AKT zusitzlich auf die

Proteinsynthese und folglich auf das Zellwachstum [56, 77, 78].

1.6 Genetische Mutationen beim Aderhautmelanom

Beim Aderhautmelanom ist die MAPK/ERK-Kaskade von groRer Bedeutung, allerdings fehlen
hier in den meisten Fallen die fir das kutane Melanom charakteristischen Genmutationen
[87]. Diesbeziiglich konnten mehrere Arbeitsgruppen zeigen, dass beim Aderhautmelanom
der MAPK-Signalweg wesentlich aktiviert war, obwohl kaum Mutationen in BRAF [88-90], RAS
[89-92] oder KIT [93] nachweisbar waren. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, das andere
vorgeschaltete Mutationen fiir die dauerhafte Aktivierung des MAPK-Signalwegs zustandig
sein mussen [88, 90, 94].

Die Mechanismen, die zur dauerhaften Aktivierung der MAPK/ERK-Kaskade fiihren, waren
lange Zeit unbekannt, erst die noch nicht lange zuriickliegende Entdeckung von Mutationen
im GNAQ-Gen in nahezu der Halfte aller Falle [95, 96] konnte helfen, viele dieser Unklarheiten
zu beseitigen. Kurze Zeit spater konnten van Raamsdonk et al. [97] auch Mutationen in GNA11
nachweisen. Zusammen mit GNA14 und GNA15/16 handelt es sich hier um eine ,,;subfamily of
G protein a subunit encoding genes” [98]. GNAQ und GNA11 sind grofle GTPasen der Ga-
Untereinheit [96, 97]. Mutationen fihren zu einem partiellen oder kompletten Verlust der
GTPase-Aktivitat, somit zur dauerhaften Bindung der a-Subgruppe des G-Proteins an GTP und
folglich zu einer irreversiblen Aktivierung des G-Proteins [48, 49, 99-101]. Die entstehenden
dominanten Onkogene fuhren zur Aktivierung der MAPK/ERK- und PI3K/AKT-Signalkaskaden
[102-104]. Insgesamt konnen GNAQ- und GNA11-Mutationen in zirka 80% der primaren
Aderhautmelanome nachgewiesen werden [95-97] und spielen folglich eine groRRe Rolle in der
Entstehung und Progression des Aderhautmelanomes.

Mutationen in GNAQ und GNA11 sind nicht nur auf maligne okuldre Tumoren beschrankt.
Zwischen Mutationen der beiden G-Protein-Untereinheiten ist kein signifikanter Unterschied

Ill

beziglich ,overall survival” (OS) [97] und , disease-free survival“ [97] auszumachen. Mutierte
GNAQ/11 gelten eher als schwache Onkoproteine, sie verandern Melanozyten hinsichtlich der
Aktivitat anderer Signalwege wie p53 und p16/CDK4/RB [96]. Diese Erkenntnis, zusammen mit
der Tatsache, dass GNAQ/GNA11-Alterationen auch bei benignen Neoplasien auftreten,

stutzen die Hypothese, dass GNAQ/11-Mutationen friih in der Tumorentstehung auftreten
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und fiir die Tumorgenese notwendig sind [105], allerdings zuséatzliche Driver-Mutationen fiir

das Metastasierungspotenzial verantwortlich sind [105].

Kirzlich wurden Alterationen in Splicing-Faktor 3b (SF3B1) und eukaryotischer Translations-
Initilerungs-Faktor 1A, X-linked (EIF1AX) nachgewiesen [106, 107]. SF3B1- und EIF1AX-
Mutationen sind seltener und kommen gehauft bei Fillen mit guter Prognose vor [108].
Dementsprechend scheinen diese Mutationen auch nicht fir das hohe metastatische
Potenzial verantwortlich zu sein. Diesbeziiglich hat sich in den letzten Jahren vor allem BAP1
als aussichtsreicher Kandidat hervorgetan. Mutationen in BAP1 lassen sich in zirka 47% der
primdren Aderhautmelanome und 84% der metastasierten Klasse-ll-Aderhautmelanome
finden [109, 110]. Die Ubiquitin-Carboxy-terminale Hydrolase (UCH), eine Subklasse
verschiedener deubiquitierender Enzyme, wird tGber BAP1 kodiert [110]. Des Weiteren ist
BAP1 Teil eines heterodimeren Komplexes mit Tumorsuppressor-Aktivitat [110, 111].
Aderhautmelanome mit deletiertem BAP1 weisen stammzelldhnliche Charakteristika auf
[112]. Es kann beobachtet werden, dass viele Gene, deren Produkte in Entwicklungsphasen
von Stammzellen vermehrt vorkommen, im Falle einer BAP1-Deletion hochreguliert sind.
Hingegen sind Gene, die fir Differenzierung und Erhalt der Zellidentitat verantwortlich sind,
herunterreguliert [112, 113]. Man vermutet, dass diese Mutationen erst nach Mutationen in
GNAQ/11 enstehen [114], der Verlust der Deubiquitierung verschiedener Proteine im Rahmen
der verminderten Aktivitat von BAP1 fiir eine Metastasierung pradisponierend ist und folglich

BAP1 fiir das maligne Potenzial verantwortlich sein kann [109].

1.7 Bisherige Therapie der Metastasierung

Bisher gibt es fir Patienten mit metastasiertem Aderhautmelanom keine etablierte
Standardtherapie mit zufriedenstellender Wirkung [17, 104, 115, 116]. Ein
Chemotherapeutikum, dass beim kutanen Melanom eingesetzt werden kann, Decarbazin,
kommt trotz der molekulargenetischen Unterschiede auch beim metastasierten
Aderhautmelanom zum Einsatz, mit beschrdankter Wirkung [117, 118]. Viele Ansdtze mit
verschiedenen anderen Chemotherapeutika wie Temozolomid, Treosulfan, Vincristin,
Bleomycin, Cisplatin, Fotemustin oder Bendamustin wurden untersucht [119-124], die

Ergebnisse zeigen keinen signifikanten klinischen Nutzen [17, 29, 125].
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In den USA und Europa ist zur Therapie von fortgeschrittenen, operativ nicht entfernbaren
Melanomen, Ipilimumab, ein monoklonaler Antikorper gegen zytotoxisches T-lymphozyten-
assoziiertes Antigen-4 (CTLA-4), zugelassen [118]. Auch hier wurde die Wirkung beim
Aderhautmelanom evaluiert [30, 126, 127], mit unzureichendem medianen PFS und OS [127].
Bei Patienten mit isolierten Lebermetastasen kann auf mehrere lokale Therapieoptionen
zuriickgegriffen werden, um die Lasion komplett zu entfernen, beispielsweise operative
Entfernung, Chemoembolisation und intraarterielle Chemotherapie. Da Lebermetastasen in
der Regel hypervaskularisiert sind, stellt die lokale Applikation von Chemotherapeutika eine
effektive Methode da, mit Ansprechraten bis zu 40% der Patienten [128]. Allerdings konnten
im Vergleich zur systemischen Chemotherapie bisher keine Vorteile bezliglich der
Uberlebensrate  erzielt werden [129, 130]. Bei voller Ausschdpfung aller
Therapiemoglichkeiten ist das mediane Gesamtiberleben weiterhin limitiert, mit einem

Anstieg auf 14-15 Monate [131].

Das metastasierte Aderhautmelanom zeigt eine erhdhte Expression der Rezeptor-
Tyrosinkinase c-KIT [114] und auch erhéhte VEGF-Spiegel [132] und so entstand die Rationale,
VEGF und seinen Rezeptor therapeutisch anzuvisieren und KIT-Inhibitoren als Therapeutika zu
evaluieren. Der Kinaseinhibitor Imatinib zeigte in einer Pilotenstudie von 13 Patienten kaum
Aktivitat und kein klinisches Ansprechen [133]. Auch Sunitinib wurde in einer Phase-II-Studie
von 20 Patienten untersucht [134], es stellte sich keine signifikante Verbesserung der
Uberlebenszeit dar (medianes Overall-Survival (OS) 8,2 und progressionsfreies Survival (PFS)
4,2 Monaten). Dementsprechend wird c-KIT nicht mehr als Therapieziel fir Kinaseinhibitoren
verfolgt [114]. Auch VEGF und sein Rezeptor werden von Sunitinib inhibiert, die Ergebnisse
von Mahipal et al. [134] sind hier Gbertragbar. Zudem wurden Sorafenib in Kombination mit
Chemotherapie [135] und Aflibercept [136] eingesetzt. In der 24 Patienten Phase-II-Studie
Sorafenib plus Carboplatin und Paclitaxel konnte keine objektive Response-Rate (ORR) erzielt
werden und die PFS nach 6 Monaten betrug 29%, woraufhin die Studie terminiert wurde. Auch

bei Aflibercept konnte keine ORR bei leichter Verbesserung des PFS beobachtet werden.

Durch die Entdeckung der Bedeutung von GNAQ und GNA1l in Bezug auf das
Aderhautmelanom und deren Beeinflussung verschiedener Signalwege wie MAPK/ERK und
PI3K/AKT, haben sich verschiedene Bestandteile dieser Kaskaden als Therapieansitze

hervorgetan, unter anderem MEK, Proteinkinase C [137] und PI3K/AKT/mTOR [78].
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1.8 Selumetinib

Selumetinib (AZD6244, ARRY-142886, AstraZeneca) ist ein oraler, hochselektiver Inhibitor von
mitogen-aktivierter Proteinkinase MEK1 und MEK2 [138, 139]. Die Wirkung dieses Inhibitors
auf Melanome wurde vermehrt Uberprift, auch verschiedene andere Tumoren werden
beziglich ihrer Sensibilitdit gegenliber Selumetinib untersucht, unter anderem das
persistierende Endometriumkarzinom (NCT01011933) [140], das multiple Myelom
(NCT01085214) [141], die akute myeloische Leukdamie (NCT00588809) [142], das
metastasierte  Kolorektalkarzinom  (NCT02188264) [143], das nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinom Stadium 1lIB-IV (NCT02503358) [144] und das metastasierte
Schilddrisenkarzinom (NCT02393690) [145].

1.9 Trametinib

Trametinib (Mekinist, GSK1120212, Novartis) ist ein oraler, selektiver allosterischer MEK-
Kinase-1/2-Inhibitor, der in Europa seit 2014 in Kombination mit Dabrafenib fir die
Behandlung metastasierter oder nicht resezierbarer, BRAF-V600-positiver Melanome
zugelassen ist [146]. Trametinib und seine antineoplastische Wirkung werden derzeit vielfach
untersucht, unter anderem sind eine Phase-IlI-Studie bei progressivem low-grade Ovar- oder
Peritonealkarzinom (NCT02101788) [147] sowie Phase-ll-Studien bezliglich Zervix-
(NCT01958112) [148], metastasiertem Schilddriisen- (NCT02152995) [149], Stage IV KRAS-
pos. nicht-kleinzelligem Bronchial- (NCT02642042) [150], metastasiertem Pankreas-
(NCT01231581) [151], dreifach-negativem Mamma- (NCT01964924) [152] und Ras/Raf-
Wildtyp Kolorektalkarzinom (NCT02399943) [153] aktiv.

1.10 Everolimus

Everolimus (Certican®, Afinitor®, RAD-001, Novartis) ist ein immunsuppressives Analogon des
Rapamycins (Sirolimus) und gehoért zur Medikamentengruppe der mTOR-Inhibitoren [154].
Seit 2003 ist Everolimus in Kombination mit Ciclosporin in der EU in der Indikation der
prophylaktischen Immunsuppressionstherapie nach Herz- und Nierentransplantation
zugelassen. Weiterhin wurde Everolimus als Therapeutikum bei fortgeschrittenem
Mammakarzinom, nicht-operablem/metastasiertem neuroendokrinen Tumoren (mit
Ursprung im Pankreas, GIT oder der Lunge) und als Second-line-Therapie bei

fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom zugelassen [155].
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1.11 Erlotinib

Erlotinib (Tarceva®, OSI-774, Fa. Roche) ist ein oraler, selektiver Inhibitor der Tyrosinkinase-
Domane des EGF-R [156], zahlreiche Krebszellen exprimieren diesen Rezeptor vermehrt an
ihrer Oberflache [157]. EGF fiihrt zur Phosphorylierung und Aktivierung zahlreicher
nachgeschalteter Kaskaden, beispielsweise PI3K/AKT/mTOR, Proteinkinase C und MAPK/ERK
[51, 158-160]. Erlotinib ist in Europa fiir das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom (first-line bei
lokal fortgeschrittenem/metastasiertem EGFR-positivem Karzinom) [161] seit 2005 und seit
2007 zur Therapie des metastasierten Pankreaskarzinoms (in Kombination mit Gemcitabin)

[162] zugelassen.

1.12 Erufosin

Erufosin (ErPC3), auch Erucylphosphohomocholin genannt, ist ein Homologon von
Erucylphosphocholin (ErPC3) und gehort zu der Gruppe der Alkylphosphocholine (APC). Dabei
handelt es sich um modifizierte Eterlysophospholipide [163, 164], die im Gegensatz zu
anderen antitumoralen Wirkstoffen nicht die DNA, sondern die Zellmembran als Angriffspunkt
wahlen. Im Vergleich zu anderen Alkylphosphocholinen, wie beispielsweise das gut erforschte
Perifosin, weist das neuere Erufosin aufgrund seiner leicht modifizierten Struktur bessere
pharmakokinetische und —dynamische Eigenschaften auf. Es stellt das erste APC dar, dass
aufgrund fehlender Hamolyse intravends verabreicht werden kann [165], es zeigt keine
Knochenmarks- und eine deutlich geringere gastrointestinale Toxzizitdt [166, 167] und ist
durch eine grofere therapeutische Breite und antineoplastische Aktivitdt charakterisiert
[168]. Die einzelnen Wirkmechanismen der APC sind nur unzureichend bekannt. Eines der am
detailiertesten beschriebenen Ziele von Alkylphosphocholinen stellt die Proteinkinase B/AKT
dar [168-173]. Man geht davon aus, dass APCs die Phosphorylierung von AKT nicht durch
Inhibition vorhergehender Kinasen bewirken, sondern direkt an AKT binden und somit die
Translokation zur Plasmamembran und die anschlieende AKT-Phosphorylierung verhindern
[171]. Es konnte gezeigt werden, dass Alkylphosphocholine Proteinkinase C [174, 175] und
Phospholipase C [176, 177], genauer die Assoziation von PLC-B mit GNAQ/GNA11 [178],
inhibieren und folglich neben der PI3K/AKT/mTOR-Kaskade auch die Sinaltransduktion Gber
MAPK/MEK/ERK [179] negativ beeinflussen.
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Zielsetzung

Trotz grolRer Bemihungen im Bereich der Forschung gibt es weiterhin keine
zufriedenstellende Therapie fiir Patienten mit metastasiertem Aderhautmelanom. GroRe
Hoffnung beruht auf spezifischen Inhibitoren, die innerhalb der MAPK/MEK/ERK- und
PI3K/AKT/mTOR-Signalwege ihrer Funktion nachgehen, da diese Signalwege essenziell fur die
Entstehung des Aderhautmelanoms sind. Bisherige klinische Studien konnten aber nur eine
geringe Verbesserung des progressionsfreien- und Gesamtiiberlebens erzielen. Ziel dieser
Arbeit ist es, Wirkstoffe, die in dieser Indikation schon mehrfach angewandt wurden, zu
untersuchen und anhand von in-vitro Versuchen die beschriebenen Resultate zu bestatigen.
Weiterhin werden im Rahmen dieser Arbeit soweit bekannt erstmalig zwei weitere Wirkstoffe
an Zellen des Aderhautmelanoms untersucht und deren Effekt im Vergleich zu den anderen
Wirkstoffen analysiert.

Um fiir diese Zielsetzung sinnvolle Rahmenbedingen zu gestalten, ist es ausschlaggebend, eine
passende Auswahl an Wirkstoffen als Reprasentanten fir die bereits untersuchten Wirkstoffe
zu treffen. MEK ist ein essenzieller Baustein innerhalb der MAPK/MEK/ERK-Kaskade und stellt
ein aussichtsreiches Target fiir eine Inhibitionstherapie dar. Es steht hierfiir eine Vielzahl von
Inhibitoren zur Verfiigung, Selumetinib und Trametinib wurden aufgrund zahlreicher Studien
fur diese Arbeit gewahlt. PI3K/AKT/mTOR stellt die andere wichtige Achse in der Entwicklung
des Tumors dar. Hier bietet sich ebenfalls eine Vielzahl an Kinasen an, die fir eine spezifische
Inhibition in Frage kommen. Speziell mMTORC1 wird in der Theorie eine wesentliche Rolle als
Effektor dieses Signalwegs zugeschrieben und kann spezifisch durch Everolimus gehemmt
werden. Einen der beiden neu zu untersuchenden Wirkstoffe stellt Erlotinib dar. Erlotinib ist
ein altbekannter Inhibitor des EGF-Rezeptors. EGFR st eine Unterform der
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und vermittelt die Transmittierung zahlreicher extrazellularer
Signale in das Innere der Zelle. Hier wirkt EGFR auf die Signalwege MAPK/MEK/ERK und
PI3K/AKT/mTOR. Beim Aderhautmelanom werden diese Signalwege jedoch primar tiber GPCR
stimuliert und Erlotinib dirfte deshalb keine wesentliche Auswirkung auf die Funktion der
Aderhautmelanomzellen austiben. Es wurde folglich als eine Art ,,negative Kontrolltherapie”
gewadhlt. Letzter Bestandteil unseres Inventars an Wirkstoffen ist das Aklylphosphocholin
Erufosin. Erufosin und andere Alkylphosphocholine konnten in bisherigen, zahlenméaRig eher

Uberschaubaren, Versuchen signifikante antitumorale Wirkung in-vitro aufweisen. Erufosin
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wird eine Inhibierende Wirkung auf AKT, PKC und Phospholipase-Cp zugeschrieben, seine
Verwendung hat folglich eine Inhibition beider Signalwege zur Folge (siehe Abb. 3).

Weiterhin ist es wichtig, die richtigen Zellen fir diesen Versuchsaufbau zu wahlen. In dieser
Arbeit wurde auf drei wesentliche Eigenschaften der Zellreihen geachtet. Die Zellen missen
GNAQ- oder GNA11-Mutationen aufweisen, da diese charakteristisch sind. Die Q209L-
Mutationsvariante wird bevorzugt, da sie deutlich haufiger ist und R183C im Vergleich eine
reduzierte Potenz aufweist [97, 180]. Die Zellen sollen aulRerdem ihren Ursprung in
Metastasen haben, da die Metastasierung die lebensbedrohliche Charakteristik des

Aderhautmelanoms bestimmt.
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Abbildung 3: Vereinfachte und schematische Darstellung des Einflusses der verschiedenen
Inhibitoren auf die MAPK/MEK/ERK- und PI3K/AKT/mTOR-Signalwege; Abb. 1 und Abb. 2

modifiziert und zusammengefiigt; mit Microsoft Visio® erstellt.



Material und Methoden

1.13 Rahmenbedingungen, Methoden der Zellkultur, Zelllinien, Pharmaka

Fir die folgenden Untersuchungen wurden gezielt Aderhautmelanom-Metastasen-Zelllinien
verwendet. Die Zellreihen OMM2.3 und OMMZ2.5 sind Lebermetastasen und weisen beide
eine Q209P GNAQ Mutation auf, OMM1 hat eine subkutane Metastase als Ursprung und ist
in Q209L in GNA11l mutiert. Die Zellreihen wurden von Frau Dr. Martine Jager
(Ophthalmologisches Laborinstitut, Leiden Universitdt, Niederlande) im kryokonservierten

Zustand lUibersendet (siehe Tab. 1).

GNAQ GNAQ GNA11
Mutation
Q209P (626 A>C) Q209P (626 A>C) Q209L (626 A>T)
Metastase Leber Leber Subkutis

Tabelle 1: Die Tabelle fasst die Eigenschaften und Bezugsquelle der benutzen Zellreihen
zusammen.

Fur die Zellkultur aller Zellreihen wurde RPMI 1640 Medium in der ATCC Modifikation mit
3mM L-Glutamin von Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) verwendet und
mit Penicillin (501U/ml)/Streptomycin (50ug/ml) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und 10%
Fotalem Bovinem Serum (FBS) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) versetzt. Zum Auftauen der
Zellen wurden die kryokonservierten Suspensionen in einem Wasserbad (37°C) erhitzt, kurz
vor vollstandigem Auftauen mit 9ml des oben beschriebenen Mediums zusammengefiigt und
bei 3020 U/min fiir vier Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand abgeschiittet
um das Zellpellet zu erhalten. Dieses wurde mit 5ml Medium resuspendiert und in eine kleine
25ml Kulturflasche transferiert. Nachdem vollstandige Konfluenz erreicht war, wurden die
Zellen mithilfe von 0,05% Trpysin-EDTA von Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA) von der Flasche gelést und mit 12ml Medium in eine groBe 75ml
Kulturflasche umgefillt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in nicht-beschichtetem
Zellkulturplastik (NUNC, Langenselbold, Deutschland) und unter Standardbedingungen (37°C
und mit 5% CO, angereicherter Luft). Bei einer Konfluenz von 70-80% wurde die

Subkultivierung eingeleitet (in der Regel im Verhaltnis 1:3), das Medium wurde abgesaugt und
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die Flasche mit 5ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gesplilt. Zum Passagieren der Zellen
wurden 2ml 0.05% Trypsin-EDTA den Zellen zugefiigt und die Kulturflasche zirka 10 Minuten
horizontal im Inkubationsschrank gelagert. Anschliefend wurde die Kulturflasche mit 5ml
Medium gespilt und die Suspension bei 3020U/min fur vier Minuten zentrifugiert. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand abgekippt und das Pellet mit 6ml Medium mehrfach
resuspendiert. Je 2ml der Suspension wurden mit 10ml Medium in eine neue Kulturflasche
transferiert und bei Standardbedingungen inkubiert. RegelmaRig wurden die Zellen
lichtmikroskopisch (Leica, Solms, Deutschland) auf ihre Viabilitat, zelluldre Integritdt und

Verunreinigungen untersucht.

Erlotinib, Selumetinib, Trametinib und Everolimus wurden von LC Laboratories (Woburn,
Massachusetts, USA) erworben. 100% Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma, St Louis, Missouri,
USA) wurde als Losungsmittel verwendet und die Wirkstoffe in unterschiedlichen
Konzentrationen der Zellkultur hinzugefiigt. Erufosin wurden von Prof. Hans-Joerg Eibl (Max-
Planck-Institut fir biophysikalische Chemie, Gottingen, Deutschland) synthetisiert und zur
Verfiigung gestellt (siehe Tab. 2). Der Wirkstoff wurde in PBS gelOst und der Zellkultur in
mehreren Konzentrationen zugefiigt. Fir alle untersuchten Wirkstoffe wurde als hochste
maximale Konzentration die Konzentration gewahlt, bei der noch keine Kristalle in der

Zellkultur ausfallen.

Erlotinib-Hydrochlorid EGFR -Inhibitor LC Laboratories
Selumetinib, >99% MEK1/2 - Inhibitor LC Laboratories
Trametinib, >99% MEK1/2 - Inhibitor LC Laboratories
Everolimus, >99% MTOR - Inhibitor LC Laboratories

Erufosin (ErPC3, Alkyl-phospho- . L
) ] Max-Planck-Institut Gottingen
Erucylphosphohomocholin) cholin

Tabelle 2: Die Tabelle zeigt die untersuchten Wirkstoffe, ihre Eigenschaften und Bezugsquelle.

1.14 Bestimmung der Zellviabilitait von OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen unter

Erlotinib, Selumetinib, Trametinib, Everolimus und Erufosin mithilfe der

Absorptionsmessung im XTT-Assay
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Zur Bestimmung der Zellviabilitit von OMM2.5, OMMZ2.3 und OMM1 Zellen unter
verschiedenen Konzentrationen von Erlotinib, Selumetinib, Trametinib, Everolimus und
Erufosin wurde ein XTT-Assay mit geringfiigigen Anderungen zur Anpassung an die
ophthalmologische Zellkultur [181] durchgefiihrt. Der XTT-Assay ist ein kolorimetrischer Assay
zur nicht-radioaktiven Quantifizierung der zellularen Proliferation, Viabilitat und Zytotoxizitat.
Das Tetrazolium-Salz XTT wird durch die mitochondriale Succinat-Dehydrogenase und
zellulares NAD(P)H zu Formazan umgesetzt. Diese Bioreduktion findet nur in lebenden Zellen
statt [182]. Im Gegensatz zum weitverbreiteten MTT-Assay ist das XTT-Salz wasserloslich und
folglich keine Solubilisierung notwendig [183]. Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass sich
kolorimetrische Tests wie der XTT-Assay gut fur die Darstellung von Proliferation, Viabilitat
und Zytotoxizitat eignen und eine Korrelation zwischen Anzahl an metabolisch aktiven Zellen
und der gemessenen Absorption besteht [182].

Nach Subkultivierung wurden die Zellen in Medium mit Wachstumsfaktoren (in Form von 10%
fetalem Kalbsserum) gelost, in einer 12-Well-Platte (Nunc, Langenselbold, Deutschland)
kultiviert und bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Sobald die Zellen konfluent waren und eine
vollstdndige Adhasion erreicht haben, wurde das Medium (mit 10% FBS) entfernt und durch
serumfreies Medium ersetzt, um eine weitere Proliferation der Zellen zu verhindern. Die
Zellen wurden fir weitere 24 Stunden mit dem serumfreien Medium inkubiert und
anschlieRend die unterschiedlichen Konzentrationen von Erlotinib (25nM bis 100uM),
Selumetinib (1nM bis 200uM), Trametinib (10pM bis 50uM), Everolimus (100fM bis 100uM)
und Erufosin (10nM bis 199uM) hinzugefiigt, zwei Wells ohne Wirkstoff wurden pro Platte als
Kontrolle benutzt. Jeder Versuchsgruppe wurde die gleiche Menge Losungsmittel (5ul DMSO
pro Well bei Erlotinib, Selumetinib, Trametinib und Everolimus; 10ul PBS pro Well bei Erufosin)
hinzugefiigt. Nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen unter Standard-Zellkulturbedingungen
(37°C und 5% CO,) wurden 350ul XTT-Testsubstanz (12,5mg von 1mg/ml XTT in 50ml 199
Medium) und 10ul XTT-Aktivator-Substanz (5mM PMS) jedem der 12 Wells der Platte
hinzugefiigt und nochmals fiir eine Stunde inkubiert. Nach Ubertragung der Lésungen auf eine

96-Well-Platte wurde mithilfe eines Microplate-Readers die Absorption bei 450nm bestimmt.

1.15 Untersuchung der Zellviabilitit von OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen unter

Erlotinib, Selumetinib, Trametinib, Everolimus und Erufosin mithilfe des Double-stain-

apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest
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Um bei den Ergebnissen der Zellviabilitatstestung im XTT-Assay apoptotische oder
metabolische Ereignisse vom Zelltod durch Nekrose abgrenzen zu kdnnen, wurde zusatzlich
eine  Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest  (Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Hoechst 33345, ein blau-fluoreszierender Farbstoff ist
membrangangig und farbt somit die DNA aller Zellen [184]. Hingegen der rot-fluoreszierende
Farbstoff Propidiumiodid, ist nicht membrangéangig und farbt folglich nur die DNA von toten
Zellen, die im Rahmen einer Nekrose ihre Membranintegritat verloren haben [184]. Die Zellen
der Zellreihen OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 wurden analog zur Zellviabilitatstestung im XTT-
Assay mithilfe von Mikroskop-Objekttragern mit vier Kulturkammern (4-Chamber-Slides,
Nunc, Langenselbold, Deutschland) fiir den Test angesetzt. Die Zellen einer Kammer wurden
als Kontrolle nur mit PBS ohne Wirkstoff kultiviert. Die anderen drei Kammern wurden mit
verschiedenen Konzentrationen der Wirkstoffe behandelt (bei Erlotinio wurden die
Konzentrationen 25uM, 50uM und 100uM getestet; bei Selumetinib 1uM, 10uM und 100uM;
bei Trametinib 10nM, 100nM und 50uM; bei Everolimus 1uM, 10uM und 100uM und bei
Erufosin 10uM, 25uM und 100uM). Nach Vorbehandlung und 24-stiindiger Inkubation
wurden die Zellen mit 2pg/ml Propidiumiodid und 1pg/ml Hoechst 33345 in PBS gefarbt. Nach
15 Minuten wurde der Farbstoff mit PBS abgewaschen und die Zellen auf dem Objekttrager
fixiert. Anhand eines Fluoreszenzmikroskops wurden pro Kammer und Farbstoff flinf
Digitalfotografien gespeichert und die lebenden blau-fluoreszierenden und nekrotischen rot-
fluoreszierenden Zellen manuell gezéhlt. Dieser Versuch wurde fiir die Zellreihen OMM2.5,
OMM2.3 und OMM1 fir jeden Wirkstoff unabhangig voneinander an insgesamt vier

verschiedenen Tagen wiederholt.

1.16 Bestimmung der antiproliferativen Wirkung der Pharmaka an OMM?2.5, OMMZ2.3 und

OMM1 Zellen mithilfe der Absorptionsmessung im XTT-Assay

Um die Wirksamkeit von Erlotinib, Selumetinib, Trametinib, Everolimus und
Alkylphosphocholin auf die Proliferation von OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen zu
untersuchen, wurde analog zur Bestimmung der Zellviabilitat ein XTT-Assay mit geringfligigen
Anderungen zur Anpassung an die ophthalmologische Zellkultur [181] durchgefiihrt und die
ICso gemald der Definition der ,International Union of Pharmacology Committee on Receptor
Nomenclature and Drug Classification [185]“ mit Hilfe einer logarithmischen Regression

bestimmt. Auf die folgenden Versuche leicht angepasst, ist die ICsq ,,die Konzentration (mol/l),

25



bei der die Werte fir die optische Dichte im XTT-Assay genau zwischen dem Ausgangswert
und der maximalen Reduktion liegen, ohne zytotoxisch zu sein. Die Zellen wurden nach der
Zellpassage in Medium mit Wachstumsfaktoren (10% FBS) in einer 12-Well-Platte (Nunc,
Langenselbold, Deutschland) kultiviert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht
konfluent waren. Nach vier Stunden wurde die Zellkultur in zehn der zwolf Wells mit
unterschiedlichen Konzentrationen Erlotinib (von 25nM bis 100uM), Selumetinib (von 10pM
bis 500nM), Trametinib (von 10pM bis 5uM), Everolimus (von 10fM bis 10uM) oder Erufosin
(von 10nM bis 25uM) inkubiert, zwei Wells fungierten als Kontrolle ohne Wirkstoffzugabe.
Jedes Well beinhaltete die gleiche Menge Losungsmittel (5ul DMSO pro Well bei Erlotinib,
Selumetinib, Trametinib und Everolimus; 10ul PBS pro Well bei Erufosin). Nach 72-stlindiger
Inkubation wurden 350ul XTT-Testsubstanz (12,5mg von 1mg/ml XTT in 50ml 199 Medium)
und 10ul XTT-Aktivator-Substanz (5mM PMS) auf jedes der 12 Well der Platte pipettiert und
fiir eine weitere Stunde im Brutschrank inkubiert. Die Losungen wurden auf eine 96-Well-
Platte (bertragen und mithilfe eines Microplate-Readers die optische Dichte bei 450nm
bestimmt. Die Werte wurden jeweils zweifach bestimmt und der Versuch an vier

unterschiedlichen Tagen wiederholt.

1.17 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit Prism 7 durchgefiihrt. Ein nicht-parametrischer,
einfaktorieller ANOVA mit nicht-korrigiertem Fisher’s LSD post hoc Test wurde fiir den
statistischen Vergleich zwischen mehreren Gruppen angewandt. Die Ergebnisse galten als
statistisch signifikant, wenn p < 0,05 mit einem Konfidenzintervall von 95% betrug. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe von Microsoft EXCEL, die Daten
wurden gegen den Mittelwert der Kontrolle normalisiert. Fehler wurden in Form der
Standardabweichung dargestellt. Graphisch wurden Konzentrationen, die signifikante
Unterschiede zur Kontrolle aufwiesen, mit den Zeichen *, ¥ und ¥ markiert. GNU General
Public Licensed Software QtiPlot 0.9.8.9 wurde benutzt, um gemaR den Leitlinien fiir eine
genaue Schatzung der ECso/ICsg [186] fiir Erlotinib, Selumetinib, Trametinib und Everolimus

die logarithmischen Kurvenregressionen darzustellen und ICso-Werte zu berechnen.

26



Ergebnisse

1.18 Proliferation von OMM2.3, OMM2.5 und OMM1 Zellen und ICso-Bestimmung von

Erlotinib, Selumetinib, Trametinib, Everolimus und Erufosin

Erlotinib

Zur Bestimmung des Effekts der Pharmaka auf die Proliferation und zum Vergleich der
verschiedenen Zellreihen wurde die ICso aller Pharmaka nach oben genannter Definition
bestimmt. Die genaue ICso wurde anhand einer logarithmischen Regression geschatzt und
entspricht fur Erlotinib zirka 3,83uM =+ 4,35uM SD (R? = 0,81) in OMM2.5; 4,51uM + 0,87uM
SD (R*=0,88) in OMM2.3 und 7,11uM =+ 2,78uM SD (R? = 0,82) in OMM1 (siehe Abb. 4).
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Abbildung 4: Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von Erlotinib auf die
Zellproliferation an nicht-konfluenten OMMZ2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen nach 72h
Inkubationszeit. Die optische Dichte im XTT-Test driickt die Anzahl der Zellen aus. Die Abbildung
zeigt eine logarithmische Regression (Dosis-Wirkungs-Kurve von Erlotinib auf Proliferation der
OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen). Mittels der Ergebnisse der Regression wurde die 1Csg
bestimmt fiir OMM2.5 (3,83uM = 4,35uM SD) (R* = 0,81), OMM2.3 (4,51uM % 0,87uM SD) (R*=
0,88) und OMM1 (7,11uM = 2,78uM SD) (R* = 0,82).

Die Proliferation der Zellreihen OMM?2.3 und OMM1 wurde durch Erlotinib zwischen 10uM
und 100uM im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Erlotinib signifikant (p<0,05) reduziert, bei
OMM2.5 zeigte Erlotinib zwischen 5uM und 100uM eine signifikante Reduktion im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne Erlotinib. (OMM?2.5: Ko —25nm, p = 0,8261; Ko — 250nM, p = 0,3675;
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Ko —500nM, p =0,5462; Ko — 1uM, p = 0,6538; Ko — 5uM, p = 0,0095; Ko — 10uM, p = 0,0014;
Ko — 25uM, p = 0,0012; Ko — 50uM, p<0,001; Ko — 100uM, p = 0,0016) (OMM2.3: Ko — 25nm,
p =0,8306; Ko—250nM, p=0,9115; Ko —500nM, p =0,8259; Ko — 1uM, p =0,9753; Ko —5uM,
p =0,0564; Ko—10uM, p =0,0061; Ko —25uM, p=0,0016; Ko —50uM, p =0,0015; Ko—100uM,
p =0,0015) (OMM1: Ko — 25nm, p =0,7806; Ko —250nM, p = 0,9015; Ko — 500nM, p = 0,9728;
Ko—-1uM, p =0,4899; Ko — 5uM, p = 0,0877; Ko — 10uM, p = 0,0462; Ko — 25uM, p = 0,0033;
Ko — 50uM, p = 0,0014; Ko — 100uM, p = 0,0013).

Selumetinib

Die ICso von Selumetinib wurde anhand einer logarithmischen Regression geschéatzt und
entspricht zirka 5,014nM + 2,04nM SD (R? = 0,90) in OMM2.5; 2,00nM + 0,77nM SD (R*= 0,86)
in OMM2.3 und 1,52nM + 0,60nM SD (R* = 0,92) in OMML1 (siehe Abb. 5).

Die Proliferation der Zellreihen OMM?2.5, OMM2.3 und OMM1 wurde durch Selumetinib
zwischen 1nM und 500nM im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Selumetinib signifikant
(p<0,05) reduziert. Alle Zellreihen zeigen eine identische Reduktion der Proliferation und
weisen keine signifikanten Unterschiede untereinander auf. (OMM2.5: Ko — 10pm, p = 0,5693;
Ko-50pM, p=0,8857; Ko—100pM, p=0,7607; Ko—500pM, p=0,2787; Ko—1nM, p =0,0057;
Ko — 5nM, p<0,001; Ko — 10nM, p<0,001; Ko — 50uM, p<0,001; Ko — 100uM, p<0,001; Ko —
500nM, p<0,001) (OMM2.3: Ko — 10pm, p = 0,8287; Ko — 50pM, p = 0,7821; Ko — 100pM, p =
0,6204; Ko —500pM, p=0,1471; Ko — 1nM, p<0,001; Ko —5nM, p<0,001; Ko —10nM, p<0,001;
Ko — 50uM, p<0,001; Ko — 100uM, p<0,001; Ko — 500nM, p<0,001) (OMM1: Ko — 10pm, p =
0,8905; Ko - 50pM, p =0,7515; Ko — 100pM, p = 0,3765; Ko — 500pM, p = 0,2345; Ko — 1nM,
p =0,0339; Ko - 5nM, p =0,0088; Ko — 10nM, p = 0,0020; Ko — 50uM, p<0,001; Ko — 100uM,
p<0,001; Ko — 500nM, p<0,001).
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Abbildung 5: Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von Selumetinib auf die
Zellproliferation an nicht-konfluenten OMMZ2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen nach 72h
Inkubationszeit. Die optische Dichte im XTT-Test driickt die Anzahl der Zellen aus. Die Abbildung
zeigt eine logarithmische Regression (Dosis-Wirkungs-Kurve von Selumetinib auf Proliferation
der OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen). Mittels der Ergebnisse der Regression wurde die 1Cs
bestimmt fiir OMM2.5 (5,14nM % 2,04nM SD) (R* = 0,90), OMM2.3 (2,00nM % 0,77nM SD) (R*=
0,86) und OMM1 (1,52nM + 0,60nM SD) (R” = 0,92).

Trametinib

Die ICsop von Trametinib wurde anhand einer logarithmischen Regression geschatzt und
entspricht zirka 1,11nM + 0,27nM SD (R? = 0,93) in OMM2.5; 2,30nM + 0,65nM SD (R*= 0,92)
in OMM2.3 und 2,27nM + 0,44nM SD (R* = 0,97) in OMML1 (siehe Abb. 6).

Die Proliferation der Zellreihen OMMZ2.5, OMM2.3 und OMM1 wurde durch Trametinib
zwischen 1nM und 5uM im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Trametinib signifikant (p<0,05)
reduziert. Alle Zellreihen zeigen eine identische Reduktion der Proliferation und weisen keine
signifikanten Unterschiede untereinander auf. (OMMZ2.5: Ko — 10pm, p = 0,9928; Ko — 50pM,
p=0,7918; Ko—100pM, p =0,2728; Ko — 500pM, p =0,0597; Ko —1nM, p = 0,0023; Ko —5nM,
p<0,001; Ko — 10nM, p<0,001; Ko — 100nM, p<0,001; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 5uM, p<0,001)
(OMM2.3: Ko—10pm, p =0,9604; Ko —50pM, p =0,8050; Ko—100pM, p =0,8186; Ko —500pM,
p=0,7619; Ko —1nM, p =0,0422; Ko —5nM, p =0,0087; Ko — 10nM, p = 0,0056; Ko — 100nM,
p<0,001; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 5uM, p<0,001) (OMM1: Ko — 10pm, p = 0,9419; Ko — 50pM,
p =0,7575; Ko — 100pM, p = 0,0856; Ko — 500pM, p = 0,0629; Ko — 1nM, p<0,001; Ko — 5nM,
p<0,001; Ko —10nM, p<0,001; Ko — 100nM, p<0,001; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 5uM, p<0,001).
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Abbildung 6: Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von Trametinib auf die
Zellproliferation an nicht-konfluenten OMM?2.5, OMM2.3 und OMMZ1 Zellen nach 72h. Die
optische Dichte im XTT-Test driickt die Anzahl der Zellen aus. Die Abbildung zeigt eine
logarithmische Regression (Dosis-Wirkungs-Kurve von Trametinib auf Proliferation der
OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen). Mittels der Ergebnisse der Regression wurde die 1Cs
bestimmt fiir OMM2.5 (1,11nM % 0,27nM SD) (R* = 0,93), OMM2.3 (2,30nM % 0,65nM SD) (R*=
0,92) und OMM1 (2,27nM + 0,44nM SD) (R” = 0,97).

Everolimus

Die ICsg von Everolimus wurde anhand einer logarithmischen Regression geschatzt und
entspricht zirka 4,09nM + 1,39nM SD (R? = 0,90) in OMM2.5; 2,22nM + 1,12nM SD (R*= 0,87)
in OMM2.3 und 0,68nM + 0,54nM SD (R* = 0,83) in OMML1 (siehe Abb. 7).

Die Proliferation der Zellreihen OMM2.5 und OMM1 wurde durch Everolimus zwischen 10nM
und 10uM im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Everolimus signifikant (p<0,05) reduziert, bei
OMM2.3 zeigte Everolimus zwischen 1nM und 10uM eine signifikante Reduktion im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne Everolimus. (OMM2.5: Ko — 10fm, p=0,8757; Ko — 100fM, p = 0,8902;
Ko—-1pM, p =0,9988; Ko — 10pM, p = 0,9726; Ko — 100pM, p =0,5517; Ko — 1nM, p = 0,7278;
Ko — 10nM, p = 0,0059; Ko — 100nM, p = 0,0019; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 10uM, p<0,001)
(OMM2.3: Ko — 10fm, p = 0,8231; Ko — 100fM, p = 0,8734; Ko — 1pM, p = 0,7457; Ko — 10pM,
p =0,8346; Ko —100pM, p = 0,7906; Ko — 1nM, p = 0,0045; Ko — 10nM, p<0,001; Ko — 100nM,
p<0,001; Ko —1uM, p<0,001; Ko — 10uM, p<0,001) (OMM1: Ko — 10fm, p = 0,9566; Ko — 100fM,
p =0,8847; Ko—1pM, p = 0,8325; Ko —10pM, p = 0,3922; Ko — 100pM, p = 0,1438; Ko — 1nM,
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p = 0,0568; Ko — 10nM, p = 0,0012; Ko — 100nM, p<0,001; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 10uM,
p<0,001).
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Abbildung 7: Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von Everolimus auf die
Zellproliferation an nicht-konfluenten OMM?2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen nach 72h. Die
optische Dichte im XTT-Test driickt die Anzahl der Zellen aus. Die Abbildung zeigt eine
logarithmische Regression (Dosis-Wirkungs-Kurve von Everolimus auf Proliferation der
OMM2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen). Mittels der Ergebnisse der Regression wurde die 1Csg
bestimmt fiir OMM2.5 (4,09nM = 1,39nM SD) (R* = 0,90), OMM2.3 (2,22nM # 1,12nM SD) (R*=
0,87) und OMM1 (0,68nM + 0,54nM SD) (R” = 0,83).

Erufosin

Die Proliferation der Zellreihen OMM2.3, OMM2.5 und OMM1 wurde durch Erufosin bei
keiner Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Erufosin signifikant (p<0,05)
reduziert (siehe Abb. 8). Da eine Reduktion der Proliferation unter Erufosin-Behandlung
ausblieb, konnte keine Schatzung der ICsg anhand einer logarithmischen Regression vollzogen
werden. (OMM2.5: Ko — 10nm, p = 0,9044; Ko — 100nM, p = 0,9558; Ko — 500nM, p = 0,8110;
Ko—-1uM, p =0,8045; Ko —2,5uM, p =0,8513; Ko —5uM, p =0,7754; Ko —7,5uM, p = 0,9919;
Ko—10uM, p=0,6570; Ko—17,5uM, p =0,6604; Ko — 25uM, p =0,3823) (OMM?2.3: Ko —10nm,
p = 0,6275; Ko — 100nM, p = 0,9261; Ko — 500nM, p = 0,7238; Ko — 1uM, p = 0,4187; Ko —
2,5uM, p =0,9597; Ko —5uM, p =0,0971; Ko - 7,5uM, p = 0,6140; Ko — 10uM, p = 0,7100; Ko
—17,5uM, p =0,7349; Ko — 25uM, p =0,8384) (OMM1: Ko — 10nm, p = 0,3511; Ko — 100nM, p
=0,7830; Ko — 500nM, p =0,5736; Ko — 1uM, p = 0,9076; Ko — 2,5uM, p = 0,6783; Ko — 5uM,
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p=0,7477; Ko — 7,5uM, p = 0,2272; Ko — 10uM, p = 0,9795; Ko — 17,5uM, p = 0,2727; Ko —
25uM, p = 0,9296).
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Abbildung 8: Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von Erufosin auf die
Zellproliferation von nicht-konfluenten OMMZ2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen nach 72h
Inkubationszeit. Die optische Dichte im XTT-Test driickt die Anzahl der Zellen aus. Die Daten
wurden gegen den Mittelwert der Kontrolle normalisiert und sind als Prozentwert angegeben.
Konzentrationen die eine signifikante Reduktion (p <0,05) der Proliferation von OMM2.5 Zellen
zur Folge haben sind mit * markiert, bei OMM2.3 Zellen stellen T und bei OMM1 Zellen ¥ eine

signifikante Reduktion der Proliferation dar.

1.19 Erlotinib, Selumetinib, Trametinib, Everolimus, Erufosin und deren Wirkung auf die

Zellviabilitat am Zellkulturmodell von OMM?2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen

Neben der Untersuchung der Wirkung der Pharmaka auf die Zellproliferation von nicht-
konfluenten Zellen, wurden die Zellreihen OMM?2.5, OMM2.3 und OMM1 auch unter
konfluenten Bedingungen verschiedenen Konzentrationen von Erlotinib, Selumetinib,
Trametinib, Everolimus und Erufosin ausgesetzt und der Effekt auf die Zellviabilitat
untersucht. Zusatzlich wurde die Wirkung verschiedener Konzentrationen der Pharmaka auf
die drei Zellreihen in einem Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest
getestet um zu untersuchen, ob die potenziellen Verdanderungen der optischen Dichte im XTT-
Test auf nekrotische Prozesse im Rahmen der Zytotoxizitat oder mit anderen Faktoren wie
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beispielsweise Zelltod durch Apoptose oder Variation der Stoffwechselaktivitat

zurickzufiihren sind.

Erlotinib

Im XTT-Assay konnte bei allen untersuchten Konzentrationen von Erlotinib in allen Zellreihen
keine signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit beobachtet werden (siehe Abb. 9). (OMM2.5:
Ko—-25nM, p=0,8978; Ko—250nM, p=0,7078; Ko—500nM, p=0,9967; Ko—1uM, p =0,8030;
Ko—-5uM, p =0,8293; Ko — 10uM, p =0,8247; Ko — 25uM, p = 0,6816; Ko — 50uM, p = 0,7205;
Ko — 100uM, p = 0,9780) (OMM2.3: Ko — 25nM, p = 0,8305; Ko — 250nM, p = 0,8638; Ko —
500nM, p =0,8717; Ko — 1uM, p =0,6253; Ko — 5uM, p = 0,5769; Ko — 10uM, p = 0,9691; Ko —
25uM, p = 0,3199; Ko — 50uM, p = 0,6836; Ko — 100uM, p = 0,6341) (OMM1: Ko — 25nM, p =
0,8972; Ko — 250nM, p = 0,9325; Ko — 500nM, p = 0,9744; Ko — 1uM, p =0,7781; Ko — 5uM, p
=0,8142; Ko —10uM, p=0,8121; Ko —25uM, p = 0,5463; Ko — 50uM, p = 0,5657; Ko — 100uM,

p = 0,5892).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von Erlotinib
auf die Zellviabilitdt von konfluenten OMMZ2.5, OMM?2.3 und OMM1 Zellen nach 24h
Inkubationszeit. Die Anzahl der Zellen wird durch die optische Dichte im XTT-Test
wiedergespiegelt. Die Daten wurden gegen den Mittelwert der Kontrolle normalisiert und sind

als Prozentwert angegeben. Konzentrationen die eine signifikante Reduktion (p <0,05) der
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Zellviabilitdt von OMM?2.5 Zellen zur Folge haben sind mit * markiert, bei OMMZ2.3 Zellen stellen
T und bei OMM1 Zellen ¥ eine signifikante Reduktion der Lebensfahigkeit dar.

Des Weiteren konnte im Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest bei
keiner der drei Zellreihen unter den untersuchten Erlotinib Konzentrationen eine signifikante
Abnahme der Lebensfihigkeit der Zellen beobachtet werden (siehe Abb. 10), die Anzahl
nekrotischer Zellen war in allen Konzentrationen gleich und gegeniiber der Kontrolle nicht

signifikant verandert (OMM?2.5: p=0,9998; OMM?2.3: p=0,9591; OMM1: p=0,9967).

Erlotinib Hoechst Propidiumiodid

Ko

25uM

50um

100um

Abbildung 10: Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest verschiedener
Konzentrationen von Erlotinib, Ergebnisse fir OMMZ2.5 reprasentativ fir alle Zellreihen

ausgewahlt, da alle vergleichbare Ergebnisse zeigten. Hoechst 33345 farbt die DNA aller Zellen
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blau, Propidiumiodid kann intakte Zellmembranen viabler Zellen nicht (iberschreiten und farbt
nur die DNA toter, nekrotischer Zellen. In allen drei Zellreihen konnten keine Unterschiede
zwischen den Gruppen und der Kontrolle bei der Auszahlung toter Zellen im Vergleich zu allen

Zellen beobachtet werden (p > 0,05).

Selumetinib

Im XTT-Assay zeigte sich bei den untersuchten Konzentrationen von Selumetinib bei OMM2.5
und OMM2.3 Zellen im Bereich zwischen 100nM und 200uM eine signifikante Abnahme der
Lebensfiahigkeit der Zellen, bei OMM1 Zellen konnte eine signifikante Abnahme der
Zellviabilitdt zwischen 1uM und 200uM beobachtet werden (siehe Abb. 11). (OMM?2.5: Ko —
1nM, p = 0,9638; Ko — 10nM, p = 0,5905; Ko — 100nM, p = 0,0336; Ko — 1uM, p<0,001; Ko —
5uM, p<0,001; Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM, p<0,001; Ko — 50uM, p<0,001; Ko — 100uM,
p<0,001; Ko -200uM, p<0,001) (OMM2.3: Ko — 1nM, p = 0,9053; Ko — 10nM, p = 0,7770; Ko —
100nM, p =0,0338; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 5uM, p<0,001; Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM,
p<0,001; Ko — 50uM, p<0,001; Ko —100uM, p<0,001; Ko -200uM, p<0,001) (OMM1: Ko —1nM,
p =0,9409; Ko — 10nM, p = 0,8876; Ko — 100nM, p = 0,2369; Ko — 1uM, p = 0,0392; Ko — 5uM,
p<0,001; Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM, p<0,001; Ko — 50uM, p<0,001; Ko — 100uM,
p<0,001; Ko -200uM, p<0,001).
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Abbildung 11: Graphische Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von
Selumetinib auf die Zellviabilitdt von konfluenten OMM?2.5, OMMZ2.3 und OMM1 Zellen nach
24h Inkubationszeit. Die Anzahl der Zellen wird durch die optische Dichte im XTT-Test
wiedergespiegelt. Die Daten wurden gegen den Mittelwert der Kontrolle normalisiert und sind
als Prozentwert angegeben. Konzentrationen die eine signifikante Reduktion (p <0,05) der
Zellviabilitdt von OMM2.5 Zellen zur Folge haben sind mit * markiert, bei OMM2.3 Zellen stellen
T und bei OMM1 Zellen ¥ eine signifikante Reduktion der Lebensfahigkeit dar.

Des Weiteren konnte im Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest bei
keiner der drei Zellreihen unter den untersuchten Selumetinib Konzentrationen eine
signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit der Zellen beobachtet werden (siehe Abb. 12), die
Anzahl nekrotischer Zellen war in allen Konzentrationen gleich und gegeniiber der Kontrolle

nicht signifikant verandert (OMM?2.5: p=0,9964; OMM2.3: p=0,9169; OMM1: p=0,7958).

Selumetinib Hoechst Propidiumiodid

Ko

1um

10pMm
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Abbildung 12: Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest verschiedener
Konzentrationen von Selumetinib, Ergebnisse fiir OMM2.5 reprasentativ fir alle Zellreihen
ausgewahlt, da alle vergleichbare Ergebnisse zeigten. Hoechst 33345 farbt die DNA aller Zellen
blau, Propidiumiodid kann intakte Zellmembranen viabler Zellen nicht (iberschreiten und farbt
nur die DNA toter, nekrotischer Zellen. In allen drei Zellreihen konnten keine Unterschiede
zwischen den Gruppen und der Kontrolle bei der Auszahlung toter Zellen im Vergleich zu allen

Zellen beobachtet werden (p > 0,05).

Trametinib

Im XTT-Assay konnte bei den untersuchten Konzentrationen von Trametinib in allen Zellreihen
zwischen 10nM und 50uM eine signifikante Abnahme der Lebensfiahigkeit beobachtet werden
(siehe Abb. 13). (OMM2.5: Ko — 10pM, p = 0,9183; Ko — 100pM, p = 0,8527; Ko — 1nM, p =
0,2799; Ko — 10nM, p<0,001; Ko — 100nM, p<0,001; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 5uM, p<0,001;
Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM, p<0,001; Ko -50uM, p<0,001) (OMMZ2.3: Ko — 10pM, p =
0,8480; Ko — 100pM, p = 0,8554; Ko — 1nM, p = 0,9693; Ko — 10nM, p<0,001; Ko — 100nM,
p<0,001; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 5uM, p<0,001; Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM, p<0,001;
Ko - 50uM, p<0,001) (OMM1: Ko — 10pM, p = 0,9715; Ko — 100pM, p = 0,6787; Ko — 1nM, p =
0,1598; Ko — 10nM, p<0,001; Ko — 100nM, p<0,001; Ko — 1uM, p<0,001; Ko — 5uM, p<0,001;
Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM, p<0,001; Ko - 50uM, p<0,001).
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von
Trametinib auf die Zellviabilitdt von konfluenten OMM2.5, OMMZ2.3 und OMM1 Zellen nach 24h
Inkubationszeit. Die Anzahl der Zellen wird durch die optische Dichte im XTT-Test
wiedergespiegelt. Die Daten wurden gegen den Mittelwert der Kontrolle normalisiert und sind
als Prozentwert angegeben. Konzentrationen die eine signifikante Reduktion (p <0,05) der
Zellviabilitdt von OMM2.5 Zellen zur Folge haben sind mit * markiert, bei OMM2.3 Zellen stellen
T und bei OMML1 Zellen % eine signifikante Reduktion der Lebensfahigkeit dar.

Des Weiteren konnte im Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest bei
keiner der drei Zellreihen unter den untersuchten Trametinib Konzentrationen eine
signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit der Zellen beobachtet werden (siehe Abb. 14), die
Anzahl nekrotischer Zellen war in allen Konzentrationen gleich und gegeniiber der Kontrolle

nicht signifikant verandert (OMM?2.5: p=0,8104; OMM2.3: p=0,9389; OMM1: p=0,8671).

Trametinib Hoechst Propidiumiodid

Ko
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Abbildung 14: Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest verschiedener
Konzentrationen von Trametinib, Ergebnisse fliir OMM2.5 reprasentativ fiir alle Zellreihen
ausgewahlt, da alle vergleichbare Ergebnisse zeigten. Hoechst 33345 farbt die DNA aller Zellen
blau, Propidiumiodid kann intakte Zellmembranen viabler Zellen nicht (iberschreiten und farbt
nur die DNA toter, nekrotischer Zellen. In allen drei Zellreihen konnten keine Unterschiede
zwischen den Gruppen und der Kontrolle bei der Auszahlung toter Zellen im Vergleich zu allen

Zellen beobachtet werden (p > 0,05).

Everolimus

Im XTT-Assay konnte bei allen untersuchten Konzentrationen von Everolimus in allen
Zellreihen keine signifikante Abnahme der Lebensfdhigkeit beobachtet werden (siehe Abb.
15). (OMM2.5: Ko — 100fM, p = 0,9751; Ko — 1pM, p = 0,7831; Ko — 10pM, p = 0,6997; Ko —
100pM, p =0,8168; Ko — 1nM, p =0,1296; Ko —10nM, p =0,2155; Ko —100nM, p = 0,1923; Ko
—1uM, p =0,1905; Ko — 10uM, p = 0,2432; Ko — 100uM, p = 0,1435) (OMM2.3: Ko — 100fM, p
=0,9493; Ko — 1pM, p = 0,9623; Ko — 10pM, p = 0,9779; Ko — 100pM, p = 0,8957; Ko — 1nM, p
=0,9959; Ko — 10nM, p = 0,8027; Ko — 100nM, p = 0,9456; Ko — 1uM, p = 0,8027; Ko — 10uM,
p=0,8912; Ko —100uM, p = 0,6661) (OMM1: Ko — 100fM, p = 0,4737; Ko — 1pM, p = 0,6215;
Ko —-10pM, p =0,9452; Ko —100pM, p =0,8906; Ko —1nM, p=0,7578; Ko —10nM, p = 0,7983;
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Ko — 100nM, p = 0,5378; Ko — 1uM, p = 0,3789; Ko — 10uM, p = 0,6623; Ko — 100uM, p =
0,1640).
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von
Everolimus auf die Zellviabilitat von konfluenten OMM?2.5, OMM2.3 und OMM1 Zellen nach 24h
Inkubationszeit. Die Anzahl der Zellen wird durch die optische Dichte im XTT-Test
wiedergespiegelt. Die Daten wurden gegen den Mittelwert der Kontrolle normalisiert und sind
als Prozentwert angegeben. Konzentrationen die eine signifikante Reduktion (p <0,05) der
Zellviabilitdt von OMM2.5 Zellen zur Folge haben sind mit * markiert, bei OMM2.3 Zellen stellen
T und bei OMML1 Zellen % eine signifikante Reduktion der Lebensfahigkeit dar.

Des Weiteren konnte im Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest bei
keiner der drei Zellreihen unter den untersuchten Everolimus Konzentrationen eine
signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit der Zellen beobachtet werden (siehe Abb. 16), die
Anzahl nekrotischer Zellen war in allen Konzentrationen gleich und gegeniiber der Kontrolle

nicht signifikant verandert (OMM?2.5: p=0,7480; OMM?2.3: p>0,9999; OMM1: p=0,9678).
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Abbildung 16: Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest verschiedener
Konzentrationen von Everolimus, Ergebnisse fir OMM2.5 reprasentativ fir alle Zellreihen
ausgewahlt, da alle vergleichbare Ergebnisse zeigten. Hoechst 33345 farbt die DNA aller Zellen
blau, Propidiumiodid kann intakte Zellmembranen viabler Zellen nicht iberschreiten und farbt
nur die DNA toter, nekrotischer Zellen. In allen drei Zellreihen konnten keine Unterschiede
zwischen den Gruppen und der Kontrolle bei der Auszahlung toter Zellen im Vergleich zu allen
Zellen beobachtet werden (p < 0,001).

Erufosin

Im XTT-Assay konnte bei den untersuchten Konzentrationen von Erufosin in allen Zellreihen
zwischen 10puM und 199uM eine signifikante Abnahme der Lebensfihigkeit beobachtet
werden (siehe Abb. 17). (OMM2.5: Ko — 10nM, p = 0,9888; Ko —100nM, p = 0,8881; Ko — 1uM,

p = 0,8535; Ko — 5uM, p = 0,9991; Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM, p<0,001; Ko — 50uM,
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p<0,001; Ko — 100uM, p<0,001; Ko — 150uM, p<0,001; Ko — 199uM, p<0,001) (OMM?2.3: Ko —
10nM, p =0,9643; Ko —100nM, p = 0,6253; Ko — 1uM, p = 0,5407; Ko — 5uM, p = 0,2804; Ko —
10uM, p<0,001; Ko —25uM, p<0,001; Ko —50uM, p<0,001; Ko —100uM, p<0,001; Ko —150uM,
p<0,001; Ko — 199uM, p<0,001) (OMM1: Ko — 10nM, p = 0,9729; Ko — 100nM, p = 0,7918; Ko
- 1uM, p = 0,7010; Ko — 5uM, p = 0,6330; Ko — 10uM, p<0,001; Ko — 25uM, p<0,001; Ko —
50uM, p<0,001; Ko — 100uM, p<0,001; Ko — 150uM, p<0,001; Ko —199uM, p<0,001)
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der Wirkung verschiedener Konzentrationen von Erufosin
auf die Zellviabilitdt von konfluenten OMM?2.5, OMM?2.3 und OMM1 Zellen nach 24h
Inkubationszeit. Die Anzahl der Zellen wird durch die optische Dichte im XTT-Test
wiedergespiegelt. Die Daten wurden gegen den Mittelwert der Kontrolle normalisiert und sind
als Prozentwert angegeben. Konzentrationen die eine signifikante Reduktion (p <0,05) der
Zellviabilitdt von OMM2.5 Zellen zur Folge haben sind mit * markiert, bei OMM2.3 Zellen stellen
T und bei OMML1 Zellen % eine signifikante Reduktion der Lebensfahigkeit dar.

Im Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest konnte bei allen drei Zellreihen
zwischen der Kontrollgruppe und den untersuchten Erufosin Konzentrationen eine
signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit der Zellen beobachtet werden (siehe Abb. 18), die
Anzahl nekrotischer Zellen war in allen Konzentrationen gegeniiber der Kontrollgruppe

signifikant verandert (OMM?2.5: p<0,001; OMM?2.3: p<0,001; OMM1: p<0,001).
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Abbildung 18: Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest verschiedener
Konzentrationen von Erufosin, Ergebnisse fir OMM2.5 reprasentativ fur alle Zellreihen
ausgewahlt, da alle vergleichbare Ergebnisse zeigten. Hoechst 33345 farbt die DNA aller Zellen
blau, Propidiumiodid kann intakte Zellmembranen viabler Zellen nicht iberschreiten und farbt
nur die DNA toter, nekrotischer Zellen. In allen drei Zellreihen konnten signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen und der Kontrolle bei der Auszahlung toter Zellen im Vergleich zu allen

Zellen beobachtet werden (p < 0,001).

Fiir jede Zellreihe wurden die blau und rot gefarbten Zellen bei unterschiedlicher
Konzentrationseinwirkung gezahlt und der Anteil der nekrotischen Zellen an der blau-
fluoreszierenden Gesamtzellzahl ermittelt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle in

Prozent angegeben.
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10uM 30% 31% 27%
25uM 35% 42% 38%
100puM 72% 79% 74%

Tabelle 3: Darstellung des Anteils toter, rot-fluoreszierender Zellen an der Gesamtzellzahl von
OMM2.3, OMM2.5 und OMM1 Zellen im Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-
Ausschlusstest bei unterschiedlichen Erufosin-Konzentrationen. Der angegebene Prozentwert

stellt den Mittelwert nach Auszahlung aller Versuche dar.
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Diskussion

Wie bereits beschrieben ist das Aderhautmelanom die haufigste intraokuldare Tumorentitat
[2]. Dieser hochaggressive Tumor fuhrt bei einem GroRteil der Patienten trotz erfolgreicher
Primartherapie zur Metastasierung, vornehmlich hdamatogen in die Leber [18]. Wird eine
Metastasierung festgestellt, sind die Therapiemoglichkeiten stark beschriankt und die
Uberlebenszeit des Patienten auf nur wenige Monate reduziert [14, 15]. Folglich ist es von
grolRer Bedeutung, systemtherapeutische Behandlungskonzepte zu erforschen und langfristig
fiir die Indikationsstellung beim metastasierten Aderhautmelanom zu etablieren [137].

Um diese Zielsetzung umsetzen zu konnen, ist es wichtig, fir die Fragestellung relevante
Zelllinien zu beziehen. Da die lokale Therapie des Aderhautmelanoms zufriedenstellend
gewadhrleistet werden kann, fokussierten wir uns auf die Therapie der Metastasen. Die in
dieser Studie verwendeten Zelllinien sind zwei vom Aderhautmelanom abstammende
Lebermetastasen OMM2.3 und OMM2.5 (GNAQ Q209P) und die Aderhaut-Subkutan-
Metastase OMM1 (GNA11 G209L) [187]. Des Weiteren wahlten wir die Zellreihen so, dass sie
am typischen Locus die GNAQ oder GNA11 Mutationen aufwiesen und zusatzlich an der

h&ufigsten Position (Q209) mutiert waren.

Diese Arbeit konnte bestatigen, dass die MEK-Inhibitoren Selumetinib und Trametinib das
Zellwachstum als typische Grundlage der Melanommetastasierung aller drei Zellreihen
OMM2.3, OMM2.5 und OMM1 signifikant hemmen. Die Wirksamkeit wird nicht nur durch die
Hemmung der Proliferation, sondern auch durch direkte Beeinflussung des Zelliiberlebens
erreicht. In unseren in-vitro Versuchen geschieht dies am ehesten durch Apoptose als durch
Nekrose. Im Vergleich zu den anderen pharmakologischen Stoffen hemmten Trametinib und
Selumetinib am effektivsten die pathogenetischen Grundlagen der

Aderhautmelanommetastasierung.

Mehrere Studien haben bereits den Effekt von MEK-Inhibitoren, allen voran Selumetinib, auf
unterschiedliche Tumorentitdten inklusive dem Aderhautmelanom untersucht [188].
Ambrosini et al. konnten in GNAQ Zellen mit Q209L/P-Mutation unter Selumetinib-
Behandlung eine dosisabhdngige Reduktion der Zellviabilitat im Nanomolar-
Konzentrationsbereich (ICso unter 0,1uM) ermitteln [54]. Eine weitere Arbeitsgruppe konnte

ebenfalls nachweisen, dass GNA11-Q209-Zellen sensibel auf Selumetinib reagieren, unter
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anderem konnte eine verringerte Proliferation, erniedrigte Werte von pERK, ZyklinD1 und
erhohte p27-Werte ermittelt werden [189]. Auch Trametinib wurde in dieser Indikation
getestet, beispielsweise suggerieren die Ergebnisse einer Studie von Khalili et al., dass alleinige
MEK-Inhibition durch Trametinib zu Zellzyklusarrest und Wachstumsreduktion der meisten
Aderhautmelanomzellen fihrt [55]. Diese Daten sind vergleichbar mit unseren Ergebnissen,

sodass unsere Daten gut in die Literatur passen.

Nicht nur die Ergebnisse zu den beiden MEK-Inhibitoren stehen im Einklang mit der Literatur,
auch Bestandteile des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs werden als Zielansatz in der
Aderhautmelanomtherapie vorgeschlagen. Der selektive mTOR-Inhibitor Everolimus wurde
in-vitro an mehreren relevanten Zellreihen getestet und konnte eine signifikante
antiproliferative Wirkung und Einfluss auf die Zellviabilitat aufzeigen [187]. Es konnte keine
vollstandige Inhibition der Viabilitdt beobachtet werden und die Autoren gaben an, dass der
Kurvenverlauf bei Everolimus-Behandlung eher zytostatische als zytotoxische Mechanismen
suggeriert. In dieser Arbeit konnte der antiproliferative Effekt der mTOR-Inhibition auf die
untersuchten Zellreihen bestatigt werden. Genau wie in der Literatur konnten wir keine
zytotoxischen Effekte nachweisen. Die Ergebnisse sind gut mit der Literatur vereinbar. Wie
bereits erwahnt, wirkt mTORC1 auf Ziele wie S6K1, die durch Férderung der mRNA Translation
eine Rolle in der Proteinsynthese und Zellwachstum spielen [69]. Everolimus und andere
Rapamycin-Analogon inhibieren im Gegensatz zu neueren mTOR-Inhibitoren der zweiten
Generation lediglich mTORC1 [190], die Aktivierung und Inhibition andere Ziele von AKT
werden somit nicht von Everolimus beeinflusst. Unsere Beobachtung der alleinigen

antiproliferativen Wirkung kdnnte somit erklart werden.

Interessant ist, dass auch Erlotinib eine antitumorale Wirkung auf das Aderhautmelanom hat,
obwohl die EGFR-Mutation nicht untersucht wurde. Die Proliferation aller Zellreihen konnte
gehemmt werden, die Zellviabilitdt blieb unbeeinflusst. Die gemessenen Daten stehen im
Einklang mit den Daten, die bei anderen Krebsarten, bei denen Erlotinib erfolgreich eingesetzt
wurde, erhoben wurden. Es wurde gezeigt, dass die als sicher betrachtete
Humanplasmakonzentration (mit geringen Nebenwirkungen) 4g/ml betrdgt, was 9,3uM
entspricht [191]. Die effektivste Plasmakonzentration im Nagetier bei 50%-iger Inhibition des
Zielrezeptors wurde auf 8uM und zirka 12uM fir die per os Dosierung beziehungsweise nach

intraperitonealer Applikation geschatzt [192]. Der EGF-Rezeptor ist den beiden Kaskaden um
46



ERK und AKT zwar vorgeschaltet und viele extrazellularen Signale fiihren Gber ihn zu deren
Aktivierung. Ein geringer Anteil der Aderhautmelanome lauft RTK-vermittelt ab und hier
konnte Erlotinib eine bessere Wirkung erzielen. Hauptsachlich findet die Signalisierung aber
GPCR-vermittelt ab, Uber Ga kommt es zur konstitutiven Aktivierung der MAPK/MEK/ERK-
Kaskade. Erlotinib zeigt aber im Vergleich eine deutlich schlechtere Wirksamkeit als die

etablierten MEK- und mTOR-Inhibitoren und dem in dieser Indikation neuen Erufosin.

GroRes Augenmerk dieser Arbeit liegt auf Erufosin und seiner potenziell antiproliferativen und
viabilitatsreduzierenden Wirkung in Bezug auf das metastasierte Aderhautmelanom. Erufosin
ist aufgrund der Interaktion sowohl mit MAPK/ERK als auch mit PI3K/AKT/mTOR (siehe Abb.
3) in dieser Indikation aus theoretischen Gesichtspunkten durchaus vielversprechend. Soweit
bekannt wurde es noch nicht getestet. Aus diesem Grund miissen zur Interpretation der
Ergebnisse Zellreihen anderer Tumoren herangezogen werden. Bei keiner der untersuchten
Konzentrationen von Erufosin konnte eine proliferationshemmende Wirkung auf die drei
Zelllreihen OMM2.3, OMM2.5 und OMM1 beobachtet werden. Diese Erkenntnis ist nicht mit
den Uberschaubaren Beispielen aus der Literatur beziglich anderer Tumorentitdten
vereinbar. Sowohl Erufosin als auch andere Alkylphosphocholine wurden gegen mehrere
Neoplasien in-vitro getestet. Beispielsweise konnte bei chronisch myeloischer Leukdamie
(CML) [193], akuter myeloischer Leukdamie (AML) [194, 195], chronisch lymphatischer
Leukdmie (CLL) [196], multiplem Myelom (MM) [167, 197], Blasenkarzinom [198],
Mammakarzinom [168] und bei oralem Plattenepithelkarzinom [199] jeweils eine signifikante
proliferationshemmende Wirksamkeit unter Erufosin-Verwendung erzielt werden. Zelllinien
des Blasenkarzinoms, der AML und des MM zeigten eine hohere Sensibilitdt gegeniiber
Erufosin in-vitro, die ICsg-Werte variierten zwischen 4uM und 14uM [195, 197, 198], bei CLL,
Mammakarzinom und oralem Plattenepithelkarzinom wurden hingegen hoéhere 1Cso-Werte
fur Erufosin berechnet [168, 196, 199]. Es scheint, dass Erufosin bei den Zelllinien der
Aderhautmelanommetastase in dem untersuchten Bereich unterhalb der zytostatischen/-
toxischen Konzentrationen keine proliferationshemmende Wirkung entfaltet, was eine
antiproliferative Wirkung bei hoherer, bisher nicht geprifter Dosierung aber nicht ausschlief3t.
Im Gegensatz dazu kann eine deutlich signifikante Reduktion der Zellviabilitdt an der
konfluenten Zellkultur beobachtet werden. Ab einer Erufosin-Konzentration von 10uM konnte
eine signifikante Reduktion der Zellzahl in-vitro beobachtet werden. In diesem Versuch zeigt

Erufosin als einziges untersuchtes Pharmakon im Vergleich zur Kontrolle innerhalb des
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viabilitatsreduzierenden Konzentrationsbereichs einen signifikanten Anstieg des Anteils toter
Zellen an der Gesamtzellzahl. Zum einen erlaubt sich die Interpretation, dass Erufosin bei den
untersuchten Zellen den Zelltod durch Nekrose einleitet und somit zytotoxisch auf die
Aderhautmetastase wirkt. Andererseits wiirde sich durch den Anteil der toten nekrotischen
Zellen an der Gesamtzellzahl im Double-stain-apoptosis-detection-Farbstoff-Ausschlusstest
alleine nicht die nahezu vollstandige Reduktion der Zellviabilitdat im XTT-Assay erklaren lassen.
So entsteht die Vermutung, dass auch andere Mechanismen des Zelltodes wie Apoptose und
Autophagie oder anderweitige metabolische Prozesse fiir den Zelltod der Tumorzellen
zustandig sind. Denkbar wédre auch, dass aufgrund der in-vitro nicht vorhandenen
Makrophagen keine Phagozytose der apoptotischen Zellen stattfindet und es zur sekundaren

Permeabilisierung der Membran kommt [200].

Anhand der Ergebnisse fiir Erufosin lasst sich darstellen, dass dieser Versuchsaufbau zwar
Aussagen Uber die Wirkstoffe und deren Wirkung auf die Proliferation und Zellviabilitat der
untersuchten Zellreihen erlaubt, es ist jedoch nicht moglich nachzuvollziehen, welche
molekularbiologischen Mechanismen fiir die Reduktion der Zellviabilitat verantwortlich sind.
Hier wirde sich neben der Darstellung nekrotischer Prozesse auch der direkte Nachweis
apoptotischer oder autophagischer Ablaufe in der Zellkultur anbieten. In der Literatur sind
mehrere Tumorentitdten als Beispiele fir Apoptoseinduktion durch Erufosin zu finden, das
Aderhautmelanom ist in diesem Kontext jedoch noch nicht erforscht worden. Erufosin
induziert Apoptose in humanen Zellreihen von CLL [196], AML [194, 195], ALL [201],
Mammakarzinom [168], Glioblastom [201-203], Prostatakarzinom [204] und oralem
Plattenepithelkarzinom [199]. Mehrere unterschiedliche Signalwege wurden als
apoptotischer Modulationsweg von Erufosin beschrieben; Martelli et al. machen JNK-
abhangige Mechanismen fiir die Apoptose in AML-Zellen [195] verantwortlich, Yosifov et al.
[197] schreiben der Raf/MEK/ERK-Kaskade die Einleitung der Apoptose bei humanen
Myelomzellen zu und bei Versuchen an dem oralen Plattenepithelkarzinom verlauft der
programmierte Zelltod tGber den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg [199]. Kaspasen spielen in der
Zelltotung durch Apoptose eine essenzielle Rolle, in mehreren der bereits erwdhnten Arbeiten
konnte eine dosisabhangige Aktivierung unterschiedlicher Kaspasen (vornehmlich 3 und 7)
und die anschliefende Spaltung des Kaspase-Substrats PARP nachvollzogen werden: Im
Bereich 12,5uM und 25uM konnte PARP-Spaltung bei Prostatakarzinomzellen [204] und

zwischen 30puM und 50uM bei dem oralen Plattenepithelkarzinom [199] detektiert werden, in
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MM-Zellen flihrten 10uM zu einer 92-prozentigen Spaltung [197], bei CLL zu einer kompletten
Spaltung von PARP zwischen 1uM und 100uM [196]. Zusétzlich konnte bestatigt werden, dass
die zytotoxische Wirkung Erufosins durch Kaspase-Inhibitoren deutlich reduziert wurde [195,
196], sodass zumindest ein Teil seiner antineoplastischer Aktivitat mit apoptotischen Ablaufen
assoziiert wird [205]. Aufgrund der Hinweise in der Literatur ergibt sich die Vermutung, dass
in unserem Versuch die Reduktion der Zellviabilitdt und Darstellung toter Zellen auf
apoptotische Vorgange zurlickzufiihren ist, diese Hypothese muss selbstverstandlich in

weiteren in-vitro Untersuchungen vorerst bestatigt werden.

Im Gegensatz zu Erufosin finden sich mehrere Versuche, in denen die antitumorale Wirkung
von MEK-Inhibitoren und mTOR-Inhibitoren am Aderhautmelanom genauer untersucht
wurde. Khalili e al. [55] analysierten den Einfluss des MEK-Inhibitors Trametinib und des PI3K-
und mTORC1/2-Inhibitoren Omipalisib (GSK2126458) und mehreren GNAQ- und GNA11-
mutierten Zellen. Trotz Veranderungen bezliglich des Zellwachstums und Bewirken eines
Zellzyklusarrests, konnten beide Pharmaka keinen signifikanten Anstieg der Spaltprodukte
von Kaspase-3 und -7 nachweisen und zeigten keinen oder nur geringfligigen Anhaltspunkt fir
eine Apoptoseeinleitung. Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei Selumetinib gemacht
werden, dass in Monotherapie keine ausreichende Zellapoptose in Aderhautmelanomzellen
erreichen konnte [54]. Auch Everolimus zeigte in Untersuchungen der Arbeitsgruppe um
Amirouchene-Angelozzi trotz signifikanter Wachstumshemmung in-vitro und in vivo [187]

keine in-vitro Apoptoseinduktion und keine Tumorregression in-vivo [75].

Neben MEK, PI3K und mTOR wurde in den letzten Jahren auch vermehrt PKC als potenzielles
Target in der Behandlung des metastasierten Aderhautmelanoms gewahlt. Der PKC-Inhibitor
Sotrastaurin (AEB0O71) zeigte in-vitro und in-vivo antiproliferative Aktivitat in Zellen mit GNAQ-
und GNA11-Mutationen [63, 206], jedoch keine Apoptoseinduktion in-vitro und anhand eines
Allograft-Models mit GNAQ/Q209L-Mutation auch keine Apoptose und Tumorregression in-
vivo [206].

Die beschriebenen Beispiele aus der Literatur veranschaulichen, dass die untersuchten
Wirkstoffe aus theoretischen Uberlegungen zwar durchaus fiir die Monotherapie des
metastasierten Aderhautmelanoms geeignet sind und in-vitro auch signifikante Ergebnisse

beziglich Zellproliferation und —viabilitdt erzielen, allerdings keinen zufriedenstellenden
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Einfluss auf die Zelltodeinleitung und Tumorregression vorzeigen konnten. Folglich ist davon
auszugehen, dass unterschiedliche Mechanismen greifen, die die Effektivitdt der einzelnen

Inhibitoren der MAPK/MEK/ERK und PI3K/AKT/mTOR Signalwege beschranken.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition eines einzelnen Targets zur Induktion von
Feedback-Mechanismen fiihrt, die wiederum die zu inhibierende Kaskade (iber Umgehung der
inhibierten Kinase trotzdem in Gang setzen. Beispielsweise belegen mehrere Versuche, dass
die Behandlung mit mTORC1-Inhibitoren wie Everolimus tber eine Riickkopplung via RTKs,
IRS1 und mMTORC2 zur Aktivierung von AKT und folglich der nachgeschalteten Kaskade fihrt
[207-209]. Amirouchene-Angelozzi et al. konnten diese Hypothese bestétigen, in-vitro zeigte
sich in 85,7% der Modelle ein Anstieg von pPRAS40, das durch AKT phosphoryliert und
inaktiviert wird [75] (siehe Abb. 2). Auch in-vivo konnte in derselben Arbeit anhand Patienten-
abgeleiteten Xenograft-Modellen (PDX) ein Anstieg von pPRAS40 nach mTOR-Inhibition
nachgewiesen werden. Ahnliche Feedback-Mechanismen, die letztendlich zur partiellen
Reaktivierung von PI3K/AKT, MEK/ERK und anderen Signalwegen fiihrten und dadurch eine
komplette Inhibition der jeweiligen Kaskade durch monotherapeutischen Ansatz
verhinderten, wurden auch firr die direkte Inhibition der Kinasen AKT [210], PI3K [211, 212]
und PKC [213] beschrieben.

Weiterhin finden bei der Tumorgenese im Allgemeinen und hier in Bezug auf das
Aderhautmelanom mehrere Kreuzaktivierungen zwischen den einzelnen Signalkaskaden statt.
Durch Mutation konstitutiv aktivierte GNAQ/GNA11 resultieren nicht nur in einer Aktivierung
von ERK, sondern auch die PI3K/AKT/mTOR-Kaskade wird aktiviert und die Signalisierung tiber
GNAQ/GNA11 an AKT ubertragen [102]. Die genauen Mechanismen hierfiir sind nicht genau
bekannt, es wird aber vermutet, dass dies lber direkte Bindung von PI3K an GPCR [214] oder
Uber Kreuzverbindungen zwischen GPCR und RTK-vermittelten Signalwegen [215, 216]
passiert. Ergebnisse von Amirouchene et al. [187] veranschaulichen, dass eine vermehrte
mTOR-Aktivierung, in-vitro durch den erhéhten Nachweis der mTOR-Substrate p4EBP und
pS6K bestétigt (siehe Abb.2), beim Aderhautmelanom auch in Abwesenheit einer signifikant
erhohten AKT-Aktivierung stattfindet. Die Arbeitsgruppe stellt die Theorie, dass es in Folge
einer GNAQ/GNA11-Mutation getriggerten Aktivierung der MAPK-Kaskade (ber eine
Kreuzaktivierung zur mTOR-Aktivierung kommt und der mTOR-nachgeschaltete Signalweg

eine Schlisselfunktion bei GNAQ/GNA11-mutierten Zellen einnimmt. Diese Hypothese konnte
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durch Forschungsergebnisse von Khalili et al. [55] verstarkt werden. In einer ,,reverse phase
protein lysate microarray” (RPPA)-Analyse zeigte sich bei GPCR-mutierten Zellen im Vergleich
zu Wildtyp-Zellen des Aderhautmelanoms eine reduzierte Phosphorylierung von AKT und in-
vitro eine verminderte Effektivitdt des PI3K-Inhibitors GSK2126458, der oberhalb von mTOR
mit der Kaskade interagiert, in GPCR-mutierten Zellen im Vergleich zu Zellen ohne Mutation.
In dieser Arbeit konnten auBerdem Kreuzverbindungen zwischen MAPK/MEK/ERK und
PI3K/AKT/mTOR hervorgehoben werden; eine Inhibition von MEK fiihrte zum relativen
Anstieg von pAKT und reziprok zeigte sich ein Anstieg an phosphoryliertem MAPK nach PI3K-
Inhibition. Ahnlicherweise wurde in Versuchen am K-Ras-mutierten Kolorektalkarzinom
beschrieben, dass eine MEK-Inhibition mTORC1-Aktivitdat herunterreguliert, die negative
Ruckkopplung von mTOR auf IGF-1R/IRS-1 somit entfdllt und dies eine Aktivierung von
PI3K/AKT zur Folge hat [217].

Zusatzlich entwickeln Aderhautmelanomzellen nach Behandlung Resistenzen gegen
Inhibitoren von MAPK/MEK. In Zellen, die nach Behandlung eine Resistenz gegentber
Selumetinib entwickelt haben, konnte erhdhte Expression von DEAD-Box Helicase 43 Gen
(DDX43) [218] und c-Jun [219] nachgewiesen werden. DDX43 scheint eine Art
Mediatorfunktion bei der Ausbildung einer Resistenz gegeniiber MEK-Inhibitoren
einzunehmen. Es reguliert die Expression von Ras-Protein und AKT-Aktivierung, Hemmung von
DDX43 flihrte zu verminderter Ras-Protein Expression und verminderter Phosphorylierung
von ERK und AKT [218]. C-Jun ist womoglich ein Effektor von DDX43, es konnte durch
Knowckdown von DDX43 herunterreguliert werden. Nach Knockdown von c-Jun konnte der
wachstumshemmende Effekt der MEK-Inhibition in einem Proliferationsassay deutlich
verstarkt werden, der Knockdown an sich hatte jedoch nur minimalen Einfluss auf das
Zellwachstum. Diese Beobachtungen sind gut vereinbar mit der Annahme, dass DDX43 und c-
Jun die Sensitivat und Resistenzbildung der Zellen gegeniiber MEK-Inhibitoren mediieren und

somit die Wirkung der MEK-Inhibitoren als Monotherapeutikum schwachen.

Die Erkenntnis, dass die monotherapeutische Verwendung der jeweiligen Kinase-Inhibitoren
aufgrund der bereits erwdhnten Mechanismen nicht zu dem erwiinschten Erfolg in der
Behandlung des metastasierten Aderhautmelanoms geflihrt hat, hatte in jlngster

Vergangenheit ein Umdenken zugunsten der Kombinationstherapie zur Folge.
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Eine Kombinationsmoglichkeit, die in unterschiedlichen Versuchen erértert wurde,
reprasentiert die gleichzeitige Inhibition der beiden essenziellen Signalwege MAPK/MEK/ERK
und PI3K/AKT/mTOR. Khalili et al. kombinierten Trametinib und den PI3K-Inhibitor Omipalisib,
den Ergebnissen zufolge ergibt dieser Ansatz eine signifikante antitumorale Wirkung an
GNAQ-mutierten Zellen mit einer deutlich signifikanten Einleitung der Apoptose,
veranschaulicht durch die erhohte Akkumulation von Kaspase-Spaltprodukten [55].
Gegensatzliche Resultate zeigt eine Studie von Ho et al. [56] auf, in der Selumetinib und mTOR-
Inhibitoren AZD8055 in dualer Therapie angewandt wurden. Hier konnte in Bezug auf
Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion in-vitro und in-vivo keine signifikante
Veranderung in der gleichen GNAQ-mutierten Zelllinie beobachtet werden. Lediglich BRAF-
mutierte Zellreihen und Xenograft-Modelle zeigten Signifikanz, wobei BRAF-Mutationen eine
genetische Raritat des Aderhautmelanoms darstellen und diesbeziiglich diese Zellen nicht als

geeignete Reprasentanten des Aderhautmelanoms angesehen werden sollten.

Die Kombination aus PKC- (AEB071) und MEK-Inhibition (PD0325901 oder MEK162) wurde
von Chen et al. [206] in der Zellkultur und in-vivo anhand eines Xenograft-Modells untersucht.
Es konnte beobachtet werden, dass eine Akkumulation von pMEK und pERK nach alleiniger
MEK-Inhibition durch die Zugabe des PKC-Inhibitors unterdriickt werden und folglich das
Einsetzen eines Feedbackmechanismus auBer Kraft gesetzt werden konnte. In-vitro fihrte die
duale Inhibition zu einer erheblichen Inhibition des MAPK/MEK/ERK Signalweges und zeigte
synergistische proliferationshemmende und apoptoseinduzierende Wirkung. Am Xenograft-
Modell bewirkte die Kombinationstherapie ebenfalls eine deutliche Tumorregression. Die
Kombination aus AEBO71 und MEK162 wurde auch in einer anderen Arbeitsgruppe um Carita
et al. untersucht [81]. Die Behandlung zeigte ebenfalls gute synergistische Ergebnisse in der
Zellkultur und eine signifikante Hemmung des Tumorwachstums in PDX-Modellen, im
Gegensatz zu den Ergebnissen an dem Xenograft-Modell von Chen et al. konnte keine
Tumorstabilisierung oder -regression erzielt werden. Eine Phase-I/Il-Studie dieser
Wirkstoffkombination in der Therapie des metastasierten Aderhautmelanoms wurde initiiert,
musste allerdings wegen erhohter Toxizitat frihzeitig abgebrochen werden (NCT01801358)
[220]. Unter dhnlichen Versuchsbedingungen untersuchten Musi et al. die Inhibition von PKC
in Kombination mit PI3K-Inhibition (selektiver PI3K-Inhibitor BYL719) [221]. In-vitro war eine
synergistische antitumorale Wirkung der Kombination nachweisbar und es lie} sich eine

signifikante Inhibition des Tumorwachstums am in-vivo Xenograft-Modell darstellen. Diese
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Ergebnisse haben dazu gefiihrt, dass eine Phase Ib-Studie (NCT02273219) [222] eingeleitet
wurde, die Patienten mit metastasiertem Aderhautmelanom zur Kombinationstherapie mit
PKC-Inhibitor AEBO71 und PI3K-Inhibitor BYL719 rekrutiert. Neben der Kombination aus
AEBO71 und MEK162 priften Carita et al. auch AEBO71 in Kombination mit Everolimus oder
dem p53-MDM2-Inhibitor CGM097 [81]. Beide Schemata fiihrten zu signifikanter Reduktion
der Zellviabilitdt und Apoptoseinduktion in den meisten in-vitro untersuchten Zellreihen. In-
vivo konnten beide Kombinationsstrategien mehrheitlich an einem aus fiinf verschiedenen
PDX (MP42, MP46, MP55, MM33 und MM52) bestehenden Versuchsmodell zur
Tumorregression und —stabilisierung fliihren, wobei der Kombination mit CGM097 durch
vermutlich additive Wirkung ein leichter Vorteil gegeniber der eher synergistisch wirkenden
Kombination mit Everolimus zugesprochen wurde.

Eine weitere Kombination, die vielversprechende praklinische Ergebnisse erzielen konnte,
stellt die Kombination von Everolimus mit dem PI3K-Inhibitor GDC0941 der Arbeitsgruppe um
Amirouchene-Angelozzi et al. [75] dar. In 70% der untersuchten Zellreihen konnte eine
gegenlber der jeweiligen Monotherapie signifikant erhdhte Apoptoseinduktion beobachtet
werden. Desweiteren zeigte sich durch die duale Inhibition innerhalb der PI3K/AKT/mTOR-
Kaskade eine komplette Reduktion des pPRAS40-Levels und folglich der AKT-Aktivierung, Auch
hier wurde ein in-vivo Modell bestehend aus zwei PDX (MM52 und MMG66) erfolgreich der
Kombinationstherapie ausgesetzt, eine durch synergistische Wirkung signifikant erhdhte

Tumorregression konnte jeweils aufgezeigt werden.

Das Aderhautmelanom stellt trotz zahlreicher Forschungsbemihungen immer noch eine
Erkrankung dar, die im Falle der Metastasierung, unabhangig von der Therapie, innerhalb von
Monaten todlich verlduft. Eine Vielzahl von Wirkstoffen, die eine inhibierende Wirkung auf
die MAPK/MEK/ERK und PI3K/AKT/mTOR Kaskaden ausiben, wurde in den letzten Jahren in
dieser Indikation untersucht, unter anderem die MEK-Inhibitoren Trametinib und Selumetinib
und der mTOR-Inhibitor Everolimus. In unserer Arbeit konnten wir viele Beobachtungen, die
Uber diese Pharmaka in-vitro gemacht wurden, bestatigen und im Vergleich dazu den EGFR-
Inhibitor Erlotinib und das Alkylphosphocholin Erufosin als Therapieoptionen einbringen.
Erlotinib zeigte aufgrund seiner fehlenden Interaktion mit dem GPCR, wie eingangs erwartet,
bescheidene Ergebnisse in-vitro und konnte sich nicht flir weitere Fragestellungen in dieser
Indikation qualifizieren. Wir konnten jedoch aufzeigen, dass Erufosin signifikante Ergebnisse

in-vitro erzielt und sich fir weitere Forschungsansatze in diesem Gebiet empfiehlt. In
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Gleichklang mit der Tendenz, Therapiemoglichkeiten zu erforschen, die vorrangig in dem
Kontext einer kombinierten Inhibitionstherapie agieren, kann der theoretischen Grundlagen
und unserer in-vitro Ergebnisse zufolge auch das Alkylphosphocholin Erufosin als weiterer
Mitspieler in diesem Kombinationsansatz in Betracht gezogen werden.

Die Kombinationstherapie ist zweifelsfrei der nachste Schritt in Richtung erfolgreiche Therapie
der Metastasierung. Fiir dieses Ziel ist es meiner Ansicht nach essenziell, ein besseres
Verstandnis der fur die Entstehung und Progression der Erkrankung verantwortlichen
molekularbiologischen Mechanismen zu entwickeln. Auch die genauen Zusammenhange
zwischen den einzelnen Signalwegen missen hierflir noch gezielter untersucht werden. Um
sich in der Vielzahl der unterschiedlichen Kombinationsmoglichkeiten zurechtzufinden und die
Qualitat der unterschiedlichen Kombinationsmoglichkeiten objektiv beurteilen zu kdnnen,
wire es empfehlenswert, gemeinsam ein standarisiertes Modell mit gleichen Bedingungen fir
die unterschiedlichen in-vitro und in-vivo Testungen zu etablieren. Hierbei ist die Wahl der
Zellreihen und der PDX-/Xenograft-Modelle relevant, es sollte sich zum einen um Zellen mit
GNAQ/GNA11-Mutation und andererseits um Primartumoren und Zellenreihen mit
Metastasenursprung handeln, vorzugsweise Lebermetastasen als haufigste Lokalisation. Die
weiter oben beschriebenen Untersuchungen an PDX- oder Xenograft-Modellen waren
primartumoralen Ursprungs, in Zukunft wirde sich hier ein Lebermetastasen-Xenograft-
Modell empfehlen. Im Anschluss an ausfiihrliche in-vitro und in-vivo Versuche kénnten
anhand dieses standarisierten Versuchmodells die Kombinationsschemata mit den
erfolgversprechendsten Ergebnissen ermittelt und fiir die weitere Untersuchung in klinischen
Studien zur Verfliigung gestellt werden, um langfristig ein erfolgreiches Therapieschema fir

die Behandlung des metastasierten Aderhautmelanoms stellen zu kénnen.
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Zusammenfassung

Trotz mehrerer, guter, primarer Therapiemoglichkeiten des Aderhautmelanoms kann bei
einer Vielzahl der Patienten im langjahrigen Verlauf eine Metastasierung mit einer deutlich
eingeschrankten Uberlebenszeit beobachtet werden. Im Falle einer Metastasierung gibt es
bisher trotz groBer Forschungsbemiihungen hinsichtlich der Prognoseverbesserung der
betroffenen Patienten keine zufriedenstellende Therapie. Es konnten Mutationen im GNAQ-
und GNA11-Gen und auf molekulargenetischer Ebene Interaktionen in dem MAPK/MEK/ERK-
sowie dem PI3K/AKT/mTOR-Signalweg als wesentliche Bestandteile in der Entstehung und
Progression des Aderhautmelanoms identifiziert werden. Diese Targets sind interessante Ziele
fiir die Tumortherapie. Ziel dieser Arbeit ist es potentielle pharmakologische Wirkstoffe in der

Zellkultur hinsichtlich ihrer antitumoralen Wirkung zu untersuchen und zu vergleichen.

Drei Zelllinien von Aderhautmelanom-Metastasen wurden gewdhlt und der Effekt der
Wirkstoffe auf die Viabilitat und Proliferation der Zellreihen untersucht. Die Wirkstoffe waren
bekannte Inhibitoren der oben genannten Targets. Im MAPK/ERK-Signalweg stellt MEK ein
vielversprechendes Target innerhalb der Kaskade dar, hier wurden Selumetinib und
Trametinib ausgewahlt. Um den Effekt auf den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg zu untersuchen
wahlten wir den spezifischen mTOR-Inhibitoren Everolimus. Erlotinib stellt einen weiteren, in
dieser Fragestellung bisher nicht untersuchten, Wirkstoff dar. Erlotinib ist ein Inhibtor des
EGF-Rezeptors, dieser wirkt nach Aktivierung in vielen Melanomarten auf die Signalwege
MAPK/MEK/ERK und PI3K/AKT/mTOR. Zuletzt wahlten wir das Alkylphosphocholin Erufosin
als weiteren am Aderhautmelanom bisher noch nicht untersuchten Wirkstoff aus. Erufosin
wird Uber eine Inhibition von AKT, PKC und Phospholipase-CR eine inhibierende Wirkung auf

beide Kaskaden zugeschrieben.

In dieser Arbeit konnte hinsichtlich der MEK-Inhibitoren Selumetinib und Trametinib eine
signifikante Hemmung des Zellwachstums sowie eine Reduktion der Zellviabilitdt beobachtet
werden. Auch der mTOR-Inhibitor Everolimus konnte einen signifikanten antiproliferativen
Effekt nachweisen, eine Reduktion des Zelliberlebens im Sinne einer zytotoxischen Wirkung
konnte nicht beobachtet werden. Auch das Alkylphosphocholin Erufosin zeigte eine
signifikante Reduktion der Zellzahl in-vitro, zudem zeigte Erufosin als einziger Wirkstoff einen

signifikanten  Anstieg des Anteils toter Zellen an der Gesamtzellzahl im
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viabilitatsreduzierenden Konzentrationsbereich. Eine proliferationshemmende Wirkung

konnte in dem untersuchten Konzentrationsspektrum nicht beobachtet werden.

Anhand der Versuche in dieser Arbeit ldsst sich die Wirkung der Wirkstoffe auf die
Proliferation und Zellviabilitat untersuchen. Allerdings erlaubt dieser Versuchsaufbau keine
Beurteilung der genaueren molekularbiologischen Mechanismen, die fir die Reduktion der
Zellviabilitat verantwortlich sind, sodass sich der direkte Nachweis apoptotischer Ablaufe in
weiteren Untersuchungen anbieten wiirde. Dieser Fragestellung wurde unter anderem mit
Selumetinib, Tramitinib und Everolimus in mehreren Publikationen nachgegangen. Trotz der
bereits beschriebenen Hemmung des Zellwachstums und der Reduktion der Zellviabilitat
stellte sich hier kein Anhaltspunkt fiir eine Apoptoseeinleitung in den untersuchten Zelllinien
dar. Die eingeschrankte Wirkung der Wirkstoffe in der Monotherapie ldsst sich am ehesten
auf verschiedene Feedback-Mechanismen innerhalb der Kaskade, Kreuzaktivierungen
zwischen den einzelnen Signalwegen sowie auf eine Resistenzbildung zuriickfihren, sodass
sich zuletzt die Kombinationstherapie aus mehreren unterschiedlichen Wirkstoffen als neuer
Therapieansatz hervorgetan hat. Die Kombinationstherapie ist ein vielversprechender Ansatz
in der Entwicklung einer erfolgreichen Therapie des metastasierten Aderhautmelanoms und
sollte zusammen mit der gezielten Erforschung der genaueren molekularbiologischen
Mechanismen in der Entstehung und Progression des Aderhautmelanoms Schwerpunkt

zuklinftiger Forschungsarbeiten sein.
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