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| Einfiihrung: Hintergrund und Rationale

Phdaochromozytome (PCCs) und Paragangliome (PGLs) sind seltene katecholaminproduzierende
neuroendokrine Tumore des chromaffinen Gewebes des Nebennierenmarks (PCC) oder der
extraadrenalen Paraganglien (PGL). Ungefahr 10% aller PCCs, jedoch ein héherer Anteil von circa 35-
40% aller PGLs sind maligne und metastasieren. Da es keine klaren histologischen Merkmale fir
Malignitat gibt und theoretisch alle PCCs/PGLs metastasieren kénnen, wurde ,,maligne” von der WHO
als ,,metastasiert” definiert (1). Die 5-Jahres Uberlebensrate liegt im metastasierten Stadium bei etwa
60%-70%.

In Deutschland gibt es noch keine offiziell zugelassenen Therapiemdglichkeiten und keine konkrete
Leitlinienempfehlung fiir das metastasierte PCC/PGL, auch wenn es, wie kirzlich zusammengefasst (2-

4), einen praktizierten Standard gibt (Abb. 1).

State of the Art: Metastasiertes PPGL: OP des Primartumors, OP

oligometastasierter Tumore, Debulking OP

Center of Excellence: Tumorboard l
Rascher Progress (< 6 Monate), hohe Tumorlast Langsamer bis moderater Progress, niedrige bis
mittlere Tumorlast

= Averbuch (CVD) Schema = Watch-and-wait (nicht-funktionelle HN PGL)
Cyclophosphamid (750 mg/m2), Vincristin (1.4 mg/m?) = Radionuklidtherapie
und Dacarbazin (600 mg/m?) Tag 1, Dacarbazin (600 [2]MIBG-positive Metastasen > (HSA) [11]MIBG
mg/m?) Tag 2, alle 21 Tage Therapie; [8Ga]Ga-DOTATATE-positive Metastasen >

PRRT ([*’Lu]Lu-DOTATATE)

([*"7Lu]Lu-DOTATATE wirksamer als [*31]MIBG beim
Progress
metastasierten PGL

= SSTR2 Analoga (wenig Daten beim PPGL)

Ansprechen auf 6-9 Zyklen

= Knochenmetastasen
CVD (partial response oder Fraktionierte Bestrahlung, Cyberknife, Denosumab,

stable disease) Bisphosphonate

Rascher Progress (< 6 Monate),

hohe Tumorlast

Progress

= Temozolomid Monotherapie (150 mg/m? Tag 1-5, alle 28 Tage), alternativ Capecitabin/Temozolomid

= Metronomisches Schema (v. a. bei SDHB-Mutation) Temozolomid (75 mg/m#day) fiir 3 Wochen, dann

1 Woche Therapiepause

A 4

Progress

b

= Anti-angiogenetische TKI Therapie Sunitinib (37.5 mg/Tag oder 50 mg), alternativ Cabozantinib (60

mg/Tag), je nach Tolerabilitat in reduzierter Dosis

= Immuntherapie Pembrolizumab (200 mg alle 3 Wochen)

Abb. 1, modifiziert nach (3): Therapie des malignen PCC/PGL (PPGL), TKI: Tyrosin-Kinase-Inhibitor
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Bei rasch progredienten metastasierten PCCs/PGLs wird standardmaRig die Chemotherapie nach dem
Averbuch-Schema (CVD: Cyclophosphamid, Vincristin und Dacarbazin) eingesetzt, ebenso wie
fallabhangig eine Erhaltungs- oder auch primar eine Monotherapie mit Temozolomid. Bei langsam
oder moderat wachsenden Tumoren hingegen finden in der Erstlinientherapie das Watch-and-Wait
Konzept und die Radionuklidtherapie mit Meta-[**!l]iodbenzylguanidin ([**I]MIBG) oder neuerdings
die Somatostatinrezeptor-vermittelte Radionuklidtherapie (PRRT) Anwendung. Ferner kdnnen
alternativ bzw. in der Zweit- oder Drittlinientherapie der Multityrosin-Kinase-Hemmer Sunitinib sowie
der c-Met Inhibitor Cabozantinib off-label eingesetzt werden. Sunitinib wurde in der FIRST-MAPP
Studie, der ersten randomisierten Placebo-kontrollierten Phase Il Studie bei Patienten (n=74) mit
malignem PCC/PGL, getestet, jedoch steht die Datenauswertung noch aus. Die Wirksamkeit von
Cabozantinib wird gerade in einer kleinen prospektiven Studie untersucht. In einer kirzlich
publizierten prospektiven Phase Il Studie zur Immuntherapie (Pembrolizumab) am malignen PCC/PGL
zeigt sich eine geringe Ansprechrate bei einer moderaten Disease Control Rate von 73% Uber 6
Monate, sodass dies als Alternative in der Drittlinie erwogen werden kann (5).

Aufgrund des Mangels an zugelassenen Therapieoptionen werden neuartige, insbesondere molekular-

gezielte Therapiestrategien, gegebenenfalls in Kombination miteinander, dringend benétigt.

Abb. 2 zeigt die drei molekularen Cluster, denen circa 80% aller PCCs/PGLs in Abhangigkeit von ihrer
zugrundeliegenden Keimbahnmutation (30-40% aller PCC/PGL Patienten) oder somatischen Mutation
(weitere 40-50% aller PCCs/PGLs) zugeordnet werden kénnen, und die darauf basierenden moglichen

molekular-gezielten Therapieoptionen (2,3,6,7).
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Abb.2 (8) & (Nolting et al., Jahrbuch des Tumorzentrums Miinchen, TZM Essentials, 2020): Loss und gain of
function Mutationen der drei molekularen Cluster, denen ca. 80% aller PCCs/PGLs anhand ihrer
zugrundeliegenden Keimbahn- oder somatischen Mutationen zugeordnet werden kdnnen; in rot sind die darauf
basierenden molekular-gezielten Therapieoptionen dargestellt, die im Rahmen dieser Habilitationsarbeit an
verschiedenen PCC/PGL Modellen und auch an neuroendokrinen Tumormodellen untersucht wurden. Cluster 1:
Zum sogenannten Pseudohypoxie-Cluster (Cluster 1) geh6ren Mutationen in Genen fir Krebszyklus-Enzyme wie
Succinatdehydrogenase-Untereinheiten (SDHx [SDHA, SDHB, SDHC, SDHD]), Succinatdehydrogenasekomplex-
Assemblierungsfaktor-2 ~ (SDHAF2),  Fumarathydratase  (FH), Malatdehydrogenase 2 (MDH2),
Isocitratdehydrogenase (IDH), fir den Hypoxie-induzierbaren Faktor 2a (HIF-2a), sowie den von Hippel-Lindau-
Tumorsuppressor (VHL) und die egl-9-Prolylhydroxylase 1 und 2 (PHD1/2 oder EGLN1/2). Cluster 1 wird als
Pseudohypoxie-Cluster bezeichnet, da es einen hypoxischen Zustand der Zelle imitiert: Der Krebszyklus
(Citratzyklus) wird durch Mutationen in oben genannten Genen unterbrochen. Die resultierende Unterbrechung
der oxidativen Phosphorylierung fihrt zur Akkumulation von Onkometaboliten wie Succinat, Fumarat und 2-
Hydroxyglutarat, was wiederum zur DNA-Hypermethylierung und Inaktivierung verschiedener
Tumorsuppressorgene fiihrt, u. a. PHD1/2 (EGLN1/2). Die Inaktivierung von PHD1/2 (EGLN1/2) fihrt zu
verminderter HIF-a-Hydroxylierung und -Ubiquitinierung/Degradierung (HIF-a wird stabilisiert). Die HIF-a-
Degradierung ist zudem VHL-abhingig. Somit fiihren auch VHL-Mutationen zu einer HIF-a-Stabilisierung. Uber
Stabilisierung und Akkumulation von HIF-a fordern Cluster 1-Mutationen die Angiogenese (u. a. Transkription
von vascular endothelial growth factor [VEGF], platelet-derived growth factor [PDGF]), Tumorinvasion,
Metastasen und andere zelluldre Prozesse. HIF-a ist ein Schnittpunkt von Cluster 1 und Cluster 2 und verbindet
beide miteinander. Cluster 2: Zum Kinase-Signalweg-Cluster gehoren Mutationen in Genen fiir Rearranged-
during-transfection (RET)-Protoonkogen, Neurofibromin 1 (NF1)-Tumorsuppressor, H-RAS- und K-RAS-
Protoonkogen, Transmembranprotein 127 (TMEM127) und Myc-assoziierter Factor X (MAX). All diese Gene sind
in die Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK)-assoziierten Signalwege involviert. RTKs (unter anderem RET, VEGF-
Rezeptor, c-met) aktivieren iber Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS-1) den Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13K)/AKT
Signalweg, der das Tuberdse-Sklerose-Protein 1/2 (TSC1/2) inhibiert. Dadurch wird das Mammalian target of
rapamycin (mTORC1) enthemmt; mTORC1 phosphoryliert und aktiviert verschiedene Proteine, u. a. p70S6-
Kinase (p70S6K), welche p70S6 phosphoryliert. Aktiviertes p70S6 fordert Zellwachstum, Zellteilung und
Zelliberleben und fiihrt, neben weiteren Effekten, auch zur Proteinbiosynthese von HIF-1a, welches
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Angiogenese (u. a. VEGF-/ PDGF-Transkription), Invasion und Metastasierung unter hypoxischen oder pseu-
dohypoxischen Bedingungen férdert. AKT hemmt auBerdem die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3). RTKs (u. a.
RET) aktivieren auch den RAS/RAF/ERK-Signalweg, der auch mTORC1 Uber Zwischenschritte aktiviert. PI3K und
RAS aktivieren sich gegenseitig. NF1-Mutationen fiihren zur Enthemmung von RAS, TMEM127-Mutationen zur
Enthemmung von mTORC1. Der Tumorsuppressor MAX antagonisiert MYC-vermitteltes Zelliberleben,
Proliferation und Angiogenese. MAX-Mutationen fordern daher Proliferation und Angiogenese. Cluster 3: Zum
Whnt-Signalweg-Cluster zdhlen somatische Mutationen in den Fusionsgenen Cold shock domain containing E1
(CSDE1) und Mastermind-like transcriptional coactivator 3 (MAML3). Diese Mutationen aktivieren das Wnt-/B-
Catenin-Signaling, was Zelliberleben, Angiogenese, Invasion und Metastasierung fordert.

Auch fur neuroendokrine Tumore (NET) des gastroenteropankreatischen Systems gibt es nur wenige
offiziell zugelassene Therapieoptionen und ihre Inzidenz steigt stetig. Daher ist es auch hier essentiell,
neue molekular-gezielte Therapieoptionen zu finden. Neben dem Multityrosin-Kinase-Inhibitor
Sunitinib, welcher nur fir pankreatische NET zugelassen ist, und den Somatostatinanaloga, die nur bei
gastroenteropankreatischen/pulmonalen NET G1/G2 bis zu einem Ki-67 von 10% als anti-proliferative
Therapie zugelassen sind, ist der mTORC1 Inhibitor Everolimus die einzig offiziell zugelassene
molekular-gezielte Therapieoption fiir gastroenteropankreatische und pulmonale NET und besitzt
einen hohen Stellenwert in der Zweitlinientherapie, seltener auch in der Erstlinientherapie
(zusammengefasst in (9)). Jedoch kommt es trotz zunachst guter Krankheitsstabilisierung unter
Everolimus regelmaRig nach weniger als einem Jahr zu einer Resistenzentwicklung (10).

In gastroenteropankreatischen NETs finden sich - im Gegensatz zu PCCs/PGLs - nur selten bekannte
ausloésende somatische oder Keimbahn-Mutationen. Daher ist eine an den molekularen
Signalwegsveranderungen im Tumor orientierte Erforschung moglicher Resistenzmechanismen

besonders wichtig.
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Il Zielsetzung: Individualisierte molekular-gezielte Therapiekombinationen fiir
Phaochromozytome, Paragangliome und neuroendokrine Tumore (Prdzisionsonkologie)

Im Rahmen dieser Habilitationsarbeit sollten daher an Phiaochromozytomen, Paragangliomen und
neuroendokrinen Tumoren neue individualisierte molekular-gezielte Therapien alleine und
insbesondere auch in Kombination untersucht werden. Uber simultane Inhibierung multipler
intrazellularer Signalwege sollten zelluldre ,Escapemechanismen” bzw. die Entwicklung von
Resistenzen, wie gegeniiber dem mTORC1 Inhibitor Everolimus, verhindert bzw. liberwunden werden
und dariber hinaus synergistische Effekte erzielt werden. Diese Hypothese sollte an verschiedenen

Modellen in vitro, in vivo und erstmals auch ex vivo an humaner Primarkultur geprift werden.
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Il Zusammenfassung

Zunachst konnte im Rahmen dieser kumulativen Habilitation an murinen Phdochromozytom Zelllinien
in vitro, dem am besten etablierten Phdochromozytom Zellmodell, gezeigt werden, dass eine
simultane Inhibierung multipler molekularer Signalwege (PI3K/AKT, mTORC1, ERK1/2) uber
Kombinationstherapien in niedrig klinisch relevanten Dosen zu signifikant gesteigertem Anti-
Tumorpotential flihrte, verglichen mit den Einzelsubstanzen allein. Des Weiteren konnte die Effizienz
von Kombinationstherapien in vivo am Phaochromozytom Mausmetastasenmodell bestétigt werden:
Eine Kombinationstherapie zweier bereits fir andere Indikationen zugelassener, gut vertraglicher
molekular-gezielter = Medikamente  (Lovastatin  plus 13  cis-Retinsdure) konnte die
Phdaochromozytomentstehung in vivo teils vollstandig verhindern.

Der translationale Aspekt der Arbeit konnte weiter ausgebaut werden durch erstmalige Etablierung
einer Methodik zur multiplen Medikamententestung an humaner Phdochromozytom/Paragangliom
Primarkultur von an unserer Klinik operierten Patiententumoren. Mittels dieser Methodik konnen die
molekular-gezielten Therapiekombinationen individuell an die verschiedenen Patiententumore
angepasst werden. Hierbei konnte auch bereits eine sehr effiziente klinisch hochrelevante
Medikamentenkombination aus Alpelisib (BYL719) plus Everolimus identifiziert werden — beide
Medikamente sind bereits in der Brustkrebstherapie zugelassen. Die Effizienz dieser
Medikamentenkombination konnte an komplementdren murinen Zelllinien- und 3D
Spheroidmodellen bestatigt werden. Aktuell testen wir diese Medikamentenkombination in vivo am
Allograft Phdochromozytom Mausmodell. Zudem erfolgte eine Analyse somatischer und
Keimbahnmutationen in allen untersuchten Patiententumoren. Diese Arbeit legt somit den Grundstein
fir die Implementierung der personalisierten Therapie (Prazisionsonkologie) fiir Phdochromozytome
und Paragangliome. Zugleich ist sie die Basis meines bereits in Begutachtung befindlichen DFG
Antrages mit dem Titel ,Die molekulare Pathologie von Phdochromozytomen/Paragangliomen und
molekular gezielte Therapien auf Basis zugrunde liegender (somatischer und Keimbahn-)Mutationen:

Hin  zur Prazisionsmedizin® im Rahmen der 2. Forderperiode des Transregio-
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Sonderforschungsbereiches CRC/TRR205/1 The Adrenal Gland: Central Relay in Health and Disease
(Standortsprecher Martin Reincke).

Das Prinzip multipler Signalwegshemmung und hierdurch individueller Resistenziiberwindung wurde
erfolgreich auch auf die gastroenteropankreatischen und pulmonalen neuroendokrinen Tumore
(NETs) tibertragen. Neben dem PI3K/AKT und mTORC1 Signalweg konnte der GSK3a,/p Signalweg als
besonders bedeutsam fiir synergistische Anti-Tumor Effekte und Resistenziiberwindung in NETs
identifiziert werden: So konnte zunachst gezeigt werden, dass die Kombination des PI3Ka Inhibitors
Alpelisib (BYL719) mit dem mTORC1 Inhibitor Everolimus in pankreatischen NET Zelllinien das
Tumorzelliiberleben synergistisch hemmte, dabei zugleich zu einer synergistischen Induktion der
Somatostatinrezeptor 2 Expression und zu einer synergistischen GSK3o/B Hemmung fiihrte. Hierzu
passend, konnte auch Uber eine selektive GSK3a/B Hemmung mittels AR-A014418 (AR) das
Zelliberleben duodenaler NET Zellen (GOT) und pankreatischer NET Zellen (BON1) signifikant
gehemmt werden - einhergehend mit ausgepragter GSK33 Hemmung. AR wirkte in pankreatischen
NET Zelllinien zudem synergistisch mit Lovastatin und 5-Fluorouracil.

SchlieBlich gelang uns zudem erstmals die Etablierung stabil gegeniliber Everolimus resistenter
pankreatischer NET Zelllinien (BON1 RR1 & RR2), in denen sich eine Uberaktivierung der GSK3 als
moglicher Resistenzmechanismus darstellte. Die Resistenz konnte in vitro erfolgreich mittels Alpelisib
(BYL719), welches zugleich die GSK3 hemmte, (iberwunden werden. Diese in vitro Versuche stellen die
Grundlage unserer aktuell Giber die Else Kroner-Fresenius Stiftung finanzierten laufenden Tierversuche

am orthotopen intrapankreatischen Everolimus-resistenten NET Xenograft Mausmodell dar.
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IV  Einzelprojekte

IV.1 Anti-Tumor Potential simultaner Inhibierung multipler Signalwege im Phaochromozytom in
vitro

Zunachst wurden an zwei murinen Phaochromozytom (PCC) Zelllinien (einer maligneren und einer
benigneren Zelllinie), dem am besten etablierten PCC Modell in vitro, neue molekular-gezielte
Therapieoptionen alleine und in Kombination untersucht (11). Da viele PCC/PGL-begiinstigende
Mutationen mit Alterationen des PI3K/AKT, mTORC1 und RAS/RAF/MEK/ERK Signalweges assoziiert
sind (Abb. 1), wurde insbesondere die Wirksamkeit von Inhibitoren dieser Signalwege evaluiert (11).
Ich konnte zunachst zeigen, dass der IGF1 Rezeptor Inhibitor NVP-AEW541 erst in hohen Dosen
signifikant das Zelluberleben Giber Inhibierung des PI3K/AKT Signalweges hemmte. Jedoch zeigte sich
eine kompensatorische mTORC1 und ERK Aktivierung als méglicher ,Escapemechanismus”. Signifikant
wirksamer in niedrigen Dosen war dann der kombinierte PI3K/mTORC1/2 Inhibitor NVP-BEZ235 Uber
duale Signalwegshemmung. Jedoch fiihrte auch diese Behandlung zur Aktivierung des ERK
Signalweges. Somit wurden die Zellen dann mit einer Kombination aus NVP-BEZ235 und dem Statin
Lovastatin, welches als ERK Inhibitor in der Literatur beschrieben wurde, behandelt. Lovastatin
verbesserte signifikant die Effizienz von NVP-BEZ235 alleine und konnte die ERK Aktivierung

verhindern (Abb. 3).

10
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Abb. 3 (11) Murine PCC Zelllinien (MPC): (A) Zelliberleben nach NVP-BEZ235 bzw. Lovastatin alleine und nach
der Kombination beider Medikamente. (B) Signalwegsanalysen nach Kombinationsbehandlung mit Lovastatin
und NVP-BEZ235: Lovastatin verbesserte signifikant die Effizienz von NVP-BEZ235 alleine durch Antagonisierung
der NVP-BEZ235-induzierten ERK Aktivierung.

Simultane Inhibierung von multiplen intrazelluldren Signalwegen (PI3K/AKT, mTORC1/2, ERK) ist somit
signifikant effektiver als die Inhibierung eines Signalweges oder auch zweier Signalwege in PCC Zellen

(11). Diese Publikation war der meist zitierte Artikel des Journal of Molecular Endocrinology im Jahr

2012.

IV.2 Starkes Anti-Tumor Potential einer molekular-gezielten Therapiekombination im malignen
Phaochromozytom in vivo

AnschlieSend sollten die oben beschriebenen Erkenntnisse aus dem in vitro Modell auf ein aggressives

PCC Allograft Mausmetastasenmodell in vivo lbertragen werden. Da zu Beginn der in vivo Studie
11
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bereits klar war, dass NVP-BEZ235 nie in die Klinik eintreten wiirde, u. a. aufgrund von schlechter oraler
Bioverfligbarkeit, testeten wir als PI3K- und ERK-Inhibitor das bereits seit langen Jahren in der
Lipidsenkung zugelassene Statin Lovastatin in Kombination mit dem metabolisch komplementér
wirkenden seit Jahren fiir die Aknetherapie zugelassenen Vitamin A Derivat 13-cis-Retinsaure (12).
Zudem ist das Enzym 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) Reduktase, das durch
Lovastatin gehemmt wird, auch am Wirkmechanismus der 13-cis Retinsaure beteiligt. Ferner ist in der
Literatur beschrieben, dass 13-cis Retinsdure die Riickbildung pramaligner Lasionen von Haut- und
Schleimhaut férdern, der Entstehung von Zweittumoren im Kopf/Hals Bereich vorbeugen sowie die
Rezidivwahrscheinlichkeit von Neuroblastomen nach zytotoxischer Therapie senken kann. Ein
besonders interessanter Aspekt ist hierbei das sog. ,,Re-Purposing”, d. h. der Einsatz kostenglinstiger
fir andere Indikationen bereits zugelassener Medikamente fir eine neue Indikation in der
Tumortherapie. 13-cis Retinsdure scheint insbesondere in Bezug auf die Pravention des Auftretens von
Zweittumoren, Rezidiven oder pramalignen Lasionen erfolgreich zu sein. Da ca. 30-40% der PCC/PGL
Patienten eine Tumor-beglinstigende Keimbahnmutation (,,Suszeptibilitatsmutation”) aufweisen, sind
hier die praventiven Effekte von 13-cis Retinsdure beim malignen PCC/PGL von hdchstem Interesse.
Somit wurden den Mausen die Einzelsubstanzen und auch die Kombination von Lovastatin und 13-cis
Retinsdure in therapeutisch relevanten Dosen oral 24 Stunden vor subkutaner Tumorzellinjektion
verabreicht. Wahrend Lovastatin alleine in therapeutisch relevanten Dosen signifikant das
Tumorwachstum in den Mdusen hemmte, beglinstigte 13 cis-Retinsaure alleine in klinisch relevanten
Dosen signifikant das Tumorwachstum. Die Mause hingegen, denen die Kombination beider
Medikamente in therapeutisch relevanten Dosen gegeben wurde, zeigten das langsamste
Tumorwachstum, die kleinste TumorgrofRe und die kleinste vitale Tumormasse von allen Gruppen
[signifikant gegenliber der unbehandelten Kontroll-(Vehikel-)Gruppe]. 4/9 (44%) der Kombinations-

behandelten Gruppe entwickelten gar keine sichtbaren Tumore (Abb. 4).
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Abb. 4 (12): (A) In der Lovastatin-behandelten und der Kombinations-behandelten Gruppe fanden sich signifikant
geringere TumorgroBen nach 30-tdgiger Behandlung, verglichen mit der Kontroll-/Vehikelgruppe, mit den
kleinsten Tumoren in der Kombinations-behandelten Gruppe. (B) 4/9 (44%) der Kombinations-behandelten
Mause entwickelten keine sichtbaren Tumore. (C) Die geringste vitale Tumormasse und (D) das geringste
Wachstum der vitalen Tumormasse Uber die Zeit (30 Tage) fand sich ebenfalls in der Kombinations-behandelten
Gruppe (signifikant gegenliber der Vehikelgruppe).

Dies zeigt zum einen die zumindest partielle Ubertragbarkeit unserer in vitro Ergebnisse auf ein klinisch
relevantes in vivo Mausmodell. Zum anderen bestatigt es erneut einen Synergismus zweier molekular-
gezielter Substanzen - diesmal im Sinne eines , Re-Purposing” zweier fir andere Indikationen bereits

zugelassener, gut vertraglicher, komplementar wirkender Substanzen in klinisch relevanten Dosen

(12).

IV.3 Hin zur Prazisionsonkologie: Multiple Testung molekular-gezielter Therapieoptionen alleine
und in Kombination an humaner Phdochromozytom/Paragangliom Primérkultur, einer
murinen SDHB knock-out (-/-) Zelllinie und 3D Phdochromozytom Spheroiden

Aufgrund der starken Heterogenitdt der PCCs/PGLs - je nach zugrundeliegender Mutation und

Clusterzugehorigkeit - sollte dann ein System entwickelt werden, um erstmals individualisiert direkt an
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humaner PCC/PGL Primarkultur eine Vielzahl von molekular-gezielten Medikamenten zu testen. Die
besonders wirksamen Kombinationen sollten dann an etablierten PCC Mauszelllinien, der ersten
murinen SDHB Zelllinie sowie an 3D PCC Spheroiden getestet werden. In der Tat gelang uns erstmals
die Etablierung einer Methode zur Testung molekular-gezielter Therapieoptionen an humaner
PCC/PGL Primarkultur aus individuellem Tumorgewebe unserer ins ENS@T Register eingeschlossenen
Patienten (8). Diese Primarkulturen wurden von jedem Patiententumor unmittelbar postoperativ
isoliert und nach kurzer Rekonvaleszenzzeit von circa 3 Tagen mit mehr als 13 unterschiedlichen
molekular-gezielten Medikamenten alleine oder in Kombination stimuliert. Wir konnten hierbei
bereits eine hoch effektive Medikamentenkombination aus dem PI3Ka Inhibitor Alpelisib (BYL719) und
dem mMTORC1 Inhibitor Everolimus identifizieren, die in 6 PCC Patienten Primarkulturen

zusammengenommen einen synergistischen Effekt zeigte (Abb. 5) (8).

A B
Phdochromozytom Patientenprimérkulturen (n=6) 3D Phdochromozytom (MPC Zell) Spheroide
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Abb.5 (8) (A) Synergistischer Anti-Tumor Effekt (@) der Kombination von Everolimus und Alpelisib (BYL719) in 6
Phaochromozytom Patientenprimarkulturen, signifikante Abnahme des Zelliiberlebens (*) nach Behandlung mit
Everolimus, Alpelisib (BYL719) bzw. der Kombination gegeniiber der Kontrolle.
(B) Signifikante Wachstumshemmung der 3D Phdochromozytom (MPC Zell) Spheroide und teils vollstandiger
Kollaps nach Kombinationsbehandlung mit Everolimus plus Alpelisib (BYL719).

Diese Kombination wirkte auch in den PCC Zelllinienmodellen synergistisch und fihrte teils zum
vollstandigen Kollaps der 3D PCC Spheroide. Die Alterationen der Signalwege in den individuellen
Patientenprimarkulturen konnten mittels Westernblottechnologie untersucht werden. Diese
Methodik und Ergebnisse ebnen den Weg zur personalisierten molekular-gezielten
Kombinationstherapie, um Patiententumore individualisiert zu behandeln (8). Dieser umfassende

Forschungsansatz wurde in einem kirzlich in der Fachzeitschrift Endocrine Related Cancer

14



HABILITATIONSSCHRIFT ASS.-PROF., UNIV. ZURICH, DR. MED. SVENJA NOLTING

erschienenen Review als der aktuell beste verfliigbare Forschungsansatz zitiert (13). Er ist zudem
Grundlage meines nun existierenden PCC/PGL Primarkultur Patientenkollektivs aus mittlerweile 25
Patienten und meines bereits in Begutachtung befindlichen DFG Antrages als Primary Investigator mit
dem Titel ,Die molekulare Pathologie von Phdaochromozytomen/Paragangliomen und molekular
gezielte Therapien auf Basis zugrunde liegender (somatischer und Keimbahn-)Mutationen: Hin zur
Prazisionsmedizin“ im Rahmen des DFG Transregio-Sonderforschungsbereiches CRC/TRR205/1 The
Adrenal Gland: Central Relay in Health and Disease (Standortsprecher Martin Reincke). Zudem konnten
zwischenzeitlich neben den humanen 2D auch humane 3D Primdrkulturen aus Patiententumoren
etabliert werden und humane Xenograft Mausmodelle aus Patiententumoren befinden sich in der

Entwicklung in Kooperation mit dem Helmholtzzentrum Minchen.

IV.4 Ausweitung der am Phdochromozytom Modell gewonnenen Erkenntnisse auf andere
Zellmodelle: Simultane Inhibierung multipler Signalwege in
gastroenteropankreatischen/pulmonalen neuroendokrinen Tumor, Phiochromozytom und
hepatozelluldren Karzinom Zelllinien

Das Prinzip der simultanen Inhibierung multipler Signalwege sollte auf
gastroenteropankreatische/pulmonale neuroendokrine Tumor (NET) und hepatozelluldren Karzinom
(HCC) Zelllinien Ubertragen werden. In diesen Modellen wurde das zur Cholesterinsenkung schon
lange zugelassene Lovastatin in Kombination mit dem mTORC1 Inhibitor Everolimus, der fir die
Therapie gastroenteropankreatischer und pulmonaler NET zugelassen ist, getestet (14).
Interessanterweise zeigte diese Kombination in klinisch relevanten Dosen einen additiven Effekt in
pulmonalen NET, PCC und HCC Zelllinien. Die Kombination wirkte tiber simultane EGFR, PI3K/AKT und

mTORC1/p70S6K Inhibierung additiv (schematisch in Abb. 6 dargestellt):
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Abb. 6 (14): Simultane Inhibierung von EGFR, PI3K/AKT und mTORC1/p70S6K durch die Kombination von
Everolimus plus Lovastatin

In allen Zelllinien hemmte Lovastatin PI3K/AKT und EGFR. Je nach Zelllinie verstarkte Lovastatin die
PI3K/AKT und EGFR Hemmung gegeniber Everolimus allein oder schwachte zumindest die Everolimus-
induzierte PI3K/AKT und EGFR Aktivierung ab. Everolimus hemmte immer mTORC1/p70S6K. Je nach
Zelllinie verstarkte Everolimus wiederum entweder die Lovastatin-induzierte mTORC1/p70S6K
Hemmung oder schwéachte zumindest die Lovastatin-induzierte mTORC1/p70S6K Aktivierung ab -
erneut ein Beleg fiir die Sinnhaftigkeit einer simultanen Hemmung multipler Signalwege in endokrinen
Tumoren (14). In pankreatischen NET (BON1) und duodenalen NET (GOT) Zellen wirkte Lovastatin

alleine schwach und entfaltete keinen additiven Effekt in Kombination mit Everolimus.

IV.5 Synergismus des selektiven PI3Ka Inhibitors Alpelisib (BYL719) in Kombination mit dem
mTORC1 Inhibitor Everolimus in pankreatischen neuroendokrinen Tumor Zelllinien und
Induktion der Somatostatinrezeptor 2 Re-expression

Der mTORC1 Inhibitor Everolimus fiihrt bekanntermaBen zu einer kompensatorischen PI3K/AKT

Aktivierung als wichtigster ,Escapemechanismus” (Abb. 7) (15-18).
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Abb. 7 (19) IRS1/PI3K Aktivierung als ,,Escapemechanismus” nach mTORC1 Hemmung durch Everolimus

Daher wurde in Kollaboration mit dem NETZ-Werk, einem Zusammenschluss mehrerer ENETS Centers
of Excellence in Deutschland, der kirzlich in den USA zur Behandlung von Brustkrebs zugelassene
selektive PI3Ka Inhibitor Alpelisib (BYL719) alleine und in Kombination mit Everolimus an humanen
pankreatischen und pulmonalen NET Zelllinien untersucht (20). Hier zeigte sich ein synergistischer
antiproliferativer Effekt in den humanen pankreatischen NET Zelllinien BON1 und QGP1. Zudem fiihrte
BYL719 interessanterweise in den BON1 und pulmonalen NET Zelllinien H727 auch zur signifikanten
Zellredifferenzierung mit Hochregulation der Somatostatinrezeptoren 2 (SSTR2) und der CgA
Expression. Auch wenn BYL719 alleine in QGP1 Zellen schlecht wirksam war und keine SSTR2
Hochregulation induzierte, fiihrte die BYL719/Everolimus Kombination in niedrig therapeutisch
relevanten Dosen sowohl in BON1 als auch in QGP1 Zellen zur signifikanten synergistischen SSTR2
Hochregulation. Dies zeigt nicht nur einen starken synergistischen Effekt zweier bereits im klinischen
Gebrauch befindlicher molekular-gezielter Substanzen in pankreatischen NET, sondern legt zudem
eine potentielle (Re-)Sensitivierung der NET Zellen gegeniiber Somatostatinanaloga sowie gegeniber
Somatostatinrezeptor-vermittelter Radionuklidtherapie durch die Kombinationstherapie nahe.

Ferner sollte der molekulare Mechanismus der unterschiedlichen Sensitivitat der verschiedenen NET

Zelllinien gegeniber BYL719 untersucht werden. So zeigte die QGP1 Zelllinie mit der geringsten
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Sensitivitat gegenliber BYL719 die geringste BYL719-induzierte p70S6K Hemmung, was wiederum auch
den Synergismus mit Everolimus erklaren kdnnte. Zudem fand sich in den QGP1 Zellen eine BYL719-
induzierte GSK3 Aktivierung (De-phosphorylierung) im Gegensatz zu einer GSK3 Hemmung

(Phosphorylierung) in den anderen beiden sensitiveren Zelllinien (20) (Abb. 8).
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Abb. 8 (20): BYL719 abgekdrzt als BYL; Geringste BYL719-induzierte p70S6K Hemmung (hochste pp70S6K Level
nach BYL719 Behandlung) in QGP1 Zellen, starkste GSK3 Aktivierung (GSK3 De-phosphorylierung) in QGP1 Zellen,
verglichen mit BON1 und H727 Zellen;

IV.6 Die Bedeutung der selektiven GSK3a/B Hemmung in pankreatischen, duodenalen und
pulmonalen neuroendokrinen Tumor Zelllinien

In einem weiteren Projekt wurde dann die Wirksamkeit des selektiven GSK3a./B Inhibitors AR-A014418
(AR) an humanen pankreatischen, duodenalen und pulmonalen NET Zelllinien untersucht (21). Die
pulmonale H727 und die pankreatische QGP1 Zelllinie zeigten die geringste Sensitivitdt gegenlber AR,
einhergehend mit geringer bzw. fehlender GSK33 Hemmung, verglichen mit den anderen beiden
Zelllinien. Die hochste Sensitivitat zeigten die duodenalen GOT Zellen, gefolgt von den pankreatischen

BON1 Zellen mit ausgepragter GSK33 Hemmung (Abb. 9).
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Abb. 9 (21) (A) Zelliiberleben pankreatischer (BON1, QGP1), duodenaler (GOT1) und pulmonaler (H727) NET
Zelllinien nach Behandlung mit verschiedenen Dosen des selektiven GSK3a/B Inhibitors AR: Hohere Sensitivitat
der BON1 und GOT1 Zellen, verglichen mit den QGP1 und H727 Zellen, in klinisch potentiell relevanten Dosen bis
20uM — moglicherweise aufgrund von (B) starkerer GSK3f Inhibierung (Phosphorylierung) in Bonl und GOT1
Zellen.

AR fiihrte zudem zu einer EGFR und mTORC1/p70S6K Hemmung, jedoch zu einer kompensatorischen
AKT und ERK Aktivierung. Die AR-induzierte AKT und ERK Aktivierung konnte durch Lovastatin
gehemmt werden, welches in Kombination mit AR in den pankreatischen NET Zelllinien (BON1 und
QGP1) synergistisch wirkte. Zudem zeigte sich in den QGP1 Zellen ein synergistischer Anti-Tumor Effekt
durch kombinierte Behandlung mit AR und dem in der Behandlung pankreatischer NET Patienten
regelmaRig angewandten Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil (5FU). Diese Daten zeigen neben einer
potentiellen Bedeutung der GSK3a,/ in der NET Tumorgenese und Therapie erneut sehr deutlich einen
synergistischen inhibitorischen Effekt auf das Tumorzelliberleben durch simultane Inhibierung

multipler Signalwege (GSK3a,/f8, PI3K/AKT und ERK) (21).
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IV.7 Entwicklung und Charakterisierung der ersten stabil Everolimus-resistenten pankreatischen
neuroendokrinen Tumor Zelllinie sowie Resistenziiberwindung durch GSK3 Hemmung

Trotz zunachst guter Stabilisierung des Tumorwachstums entwickeln die meisten Patienten nach
weniger als einem Jahr eine Resistenz gegenliiber dem mTORC1 Inhibitor Everolimus oder zeigen sogar
eine a priori Resistenz (10). Daher sollte eine molekulare Charakterisierung der Resistenzmechanismen
pankreatischer NET gegenliber Everolimus anhand von Everolimus-resistenten pankreatischen NET
Zelllinien erfolgen mit dem Ziel, die Resistenz zu liberwinden.

In der Tat gelang uns erstmals die Entwicklung zweier stabil gegenliber Everolimus resistenter
pankreatischer NET Zelllinien aus BON1 Zellen (BON1 RR1 und BON1 RR2). Hierfiir waren die BON1
Zellen Uber 24 Wochen kontinuierlich mit einer niedrig therapeutisch relevanten Dosis (10 nM)
Everolimus behandelt worden und eine Kontrollzelllinie (BON1 Control DMSO) liber 24 Wochen mit
einer entsprechenden Dosis des Losungsmittels (DMSO) (19). Die BON RR1 Zellen zeigten einen 153-
fach héheren extrapolierten IC50 von 5200 nM, verglichen zur Kontrollzelllinie (34 nM); die BON1 RR2
zeigten einen 74-fach héheren extrapolierten IC50 von 2500 nM, verglichen zur Kontrollzelllinie (19)

(Abb. 10A).
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Abb. 10 (19) (A) 153-fach bzw. 74-fach hoherer IC50 der Everolimus-resistenten BON1 RR1 bzw. BON1 RR2
Zelllinie, verglichen zur Kontrollzelllinie. (B) Morphologische Unterschiede zwischen den Everolimus-resistenten
und den Kontrollzelllinien. (C) Signifikant verminderte GSK3o/B Phosphorylierung, d. h. GSK3a/B
Uberaktivierung, in den BON1 RR1/RR2 Zellen, verglichen zur Kontrollzelllinie (BON1 Control DMSO). (D)
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Ubertragung der humanen BON1 RR2 Zelllinie auf ein orthotopes intrapankreatisches Xenograft Mausmodell;
der intrapankreatische Tumor wird mittels MRT Bildgebung dargestellt (koronare Tlw und axiale T2w mit
zentraler Nekrose) und speichert FDG im FDG-PET/MRT.

Im Gegensatz zu den anderen Arbeiten (17,18), die bislang die langfristigen Resistenzmechanismen
gegenliber Everolimus untersucht hatten, zeigten unsere BON RR1/RR2 Zellen eine stabile Resistenz
nach dem Einfrieren, Auftauen und einem behandlungsfreien Intervall von 13 Wochen, sodass sie sich
erstmals auch fiir Tierversuche eignen, in denen die Behandlung erst ab einer bestimmten TumorgréRe
begonnen werden soll.

Beide unabhangig voneinander entwickelten resistenten Zelllinien (BON RR1 und RR2) zeigten
folgende basale Unterschiede, verglichen mit der nicht resistenten Kontrollzelllinie: Morphologische
Veranderungen (Abb. 10B), Zellzyklusarrest mit reduzierter CDK1 (cdc2) Expression, verminderte
Autophagie, Uberaktivierung von c-met und von GSK3 (Abb.10C). Eine selektive GSK3 Hemmung
reduzierte signifikant das BON1 RR1/RR2 Zelliiberleben. Eine Resensitivierung der BON1 RR1/RR2
Zellen gegeniber Everolimus konnte durch Kombinationsbehandlung mit dem PI3Ka Inhibitor BYL719,
der zusatzlich zu einer GSK3a,/f Hemmung fiihrte, in klinisch relevanten Dosen erreicht werden.
Somit konnte der PI3Ka Inhibitor BYL719 nicht nur eine SSTR2 Re-expression und mdogliche
Resensitivierung gegenliber der Somatostatinanalogatherapie induzieren (siehe 1V.5), sondern auch
die stabil resistenten humanen pankreatischen NET Zellen gegenliber Everolimus resensitivieren.
Neben einer Charakterisierung und Uberwindung der Everolimusresistenz in vitro gelang uns der
Transfer der humanen BON1 RR1/RR2 Zellen auf ein orthotopes intrapankreatisches Xenograft
Mausmodell (Abb. 10D), an dem gerade aktuell weitere Versuche in vivo durchgefiihrt werden (19).
Die Untersuchungen an diesem Everolimus-resistenten orthotopen Xenograft Mausmodell werden
durch die Else Kréner-Fresenius Stiftung seit 7/2019 bis einschlieBlich 12/2021 gef6érdert mit einer

Summe von 264.870 Euro.
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