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1 Einleitung

1.1 Triple negativer (TN) Brustkrebs

Brustkrebs ist weltweit die haufigste Tumorerkrankung der Frau. In Deutschland lag
die Inzidenz der Neuerkrankungen 2014 bei 69.220. Dies entspricht 30% aller
Krebserkrankungen (1). Der Begriff Brustkrebs umfasst mittlerweile eine sehr
heterogene Gruppe an Tumorerkrankungen. Molekulare Untersuchungen haben
ergeben, dass man die Erkrankung mindestens in Hormonrezeptoren oder Her2Neu
exprimierende und in die Triple negativen (TN) Tumore unterteilen kann. Die
Behandlung des Brustkrebses umfasst heute eine multimodale Kombinationstherapie
bestehend aus Operation, Strahlentherapie und systemischer Therapie in
Abhéangigkeit von Ausbreitungsstadium und molekularem Markerprofil. Wéhrend die
Prognose und das Gesamtuberleben fir Patientinnen mit Hormonrezeptor und
Her2Neu exprimierenden Tumoren durch die Einflhrung von antihormonellen
Therapien und therapeutischen Antikérpern stark verbessert werden konnte, sind TN-
Tumore nach wie vor besonders schwierig zu therapieren. Immerhin fallen ca. 25%
der Patientinnen mit Brustkrebs in die letzte Kategorie. Fur deren Behandlung kommt
aktuell nur eine Chemotherapie als Behandlungsmethode nach Operation und
Strahlentherapie in Frage, was das schlechte Langzeittiberleben dieser Subgruppe
unterstreicht. Wahrend fur Patientinnen der anderen Subgruppen Uberlebensraten
deutlich gestiegen sind, hat sich bei den TN-Erkrankungen essentiell seit 15 Jahren
kein Durchbruch ergeben. Trotz vieler Versuche die Erkrankung besser zu verstehen
und weiter zu kategorisieren, gibt es fur diese Patientengruppe immer noch keinen
zielgerichteten therapeutischen Ansatz (2). Wéhrend Patientinnen mit Stadium | TN-
Brustkrebs in der Regel vor allem durch chirurgische Anséatze gut kurativ behandelt
werden konnen (Abbildung 1.1 schwarze Kurve), steigt ab Stadium Il die Mortalitat
deutlich an (Abbildung 1.1 braune Kurve). Insbesondere Patientinnen mit
metastasierter Erkrankung zeigen ein sehr schlechtes Gesamtiiberleben (Abbildung
1.1, grune Kurve). Selbst nach radikaler chirurgischer Resektion betragt die mediane
Zeitspanne bis zum Fortschreiten der Erkrankung ca. 18 Monate und das mediane

Gesamtuberleben nur ca. 24 Monate (3, 4).

Diese Situation verlangt nach veréanderten Behandlungskonzepten, die neue Ansatze

zur Behandlung dieser Erkrankung bieten.
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Abbildung 1.1: Relative Uberlebenszeit triple-negativer Brustkrebspatientinnen im Vergleich zu anderen
Brustkrebspatientinnen anhand des Stadiums bei Diagnose, Kalifornien 1999-2003, Abbildung
modifiziert aus (3). Dem Autor liegt eine schriftliche Genehmigung zur Verwendung des Materials vor.

1.2 Biomodulation und metronome Chemotherapie

Eine mdgliche Strategie zur Verbesserung der Therapie der TN-Tumore ist die
metronome Chemotherapie, die anstelle gepulster, hoch dosierter Zytostatikagaben
die minimale, biologisch aktive Dosis der Medikamente als kontinuierliche Gabe
verwendet (5). Diese meist oralen Schemata haben neben dem zytostatischen Effekt
noch einige andere vorteilhafte Wirkungen. Es ist z.B. bekannt, dass eine metronome
Therapie mit Capecitabine die Tumorendothelzellen ebenfalls beeinflusst und somit
einen antiangiogenetischen Effekt auf den Tumor ausibt (6, 7). Weiter kommt es,
abhangig von der verwendeten Substanz, zu einer Art Immunmodulation. Zum Beispiel
reduziert Cyclophosphamid die Anzahl regulatorischer T-Zellen und vermindert
dadurch deren immunsuppressiven Effekt (8). Aulerdem kénnen sehr niedrige Dosen
klassischer Zytostatika wie z.B. Doxorubicin, Methotrexat und Paclitaxel einen
immunmodulatorischen Effekt auf dendritische Zellen austiben, was deren Fahigkeit

zur Antigenprasentation gegentber T-Zellen erhdht (9).

Obwohl in Studien zunehmend metronome Chemotherapieschemata mit neuen
Substanzen wie Proteinkinaseinhibitoren als sogenannte ,targeted therapies® und
Immuncheckpointinhibitoren kombiniert werden (10), bleibt das Gros der metronomen

Therapien auf eine rein zytostatische Therapie beschrankt und die oben erwahnten



Einleitung 6

Mechanismen sind eher ein willkommener Nebeneffekt der Therapie als eine vorab
bewusst einkalkulierte  Wirkung. In  solchen erweiterten  metronomen
Therapiekonzepten liegt ein enormes therapeutisches Potential. Die Hinzunahme
weiterer, nicht zytostatisch wirksamer Substanzen zur metronomen Chemotherapie
fuhrt Uber vermehrte Modulation des Tumornetzwerkes, bestehend aus Tumorzellen,
Stromazellen und extrazellularer Matrix (=Biomodulation) zu einer weiteren
Effektivitatssteigerung der Therapie, insbesondere bei metastasierten Erkrankungen.
Klinische Erfahrungen mit solchen Konzepten gibt es bereits beim Prostatakarzinom,

dem klarzelligen Nierenzellkarzinom und der Langerhanszellhistiozytose (11).

Diese Biomodulation zielt auf einen weiteren Progressionsfaktor beinahe jeder
Tumorerkrankung ab: chronische Inflammation. Diese begunstigt das
Tumorwachstum, fordert Angiogenese und, im Gegensatz zur akuten Entziindung,
reduziert sie die tumorizide Wirkung des Immuninfiltrates und dartber die
immunologische Tumorkontrolle (12). Die Modulation dieser Inflammation stellt daher
einen weiteren Ansatz dar den Tumor zu behandeln (13). Makrophagen sind ein
integraler Bestandteil dieses Entziindungsinfiltrates. Dies macht sie zu Zielen fur neue
therapeutische Strategien. Ein Regulator dieser chronischen Entziindung bei
Makrophagen, ist die Gruppe der ,Peroxisome proliferator-activated Rezeptoren®
(PPAR). Damit bieten sich diese PPARs als ein potentielles Ziel fir eine
biomodulatorische Therapie an (14).

PPARs sind eine Gruppe nuklearer Transkriptionsfaktoren und werden von beinahe
allen Zelltypen exprimiert. Es gibt drei Isoformen, PPARa, PPARB/5 und PPARY. Jede
der Isoformen zeigt nach Aktivierung ihr eigenes spezifisches Signalmuster. Nach
Ligandenbindung beeinflussen sie die Expression eines grof3en Netzwerkes an Genen
und anderen Signalwegen durch Transaktivierung oder Transrepression. Im
Folgenden soll vor allem die Funktion der Isoform PPARy weiter beleuchtet werden.
PPARYy eignet sich gut fur eine biomodulatorische Therapie aufgrund der Expression
in vielen Zelltypen im Tumorstroma (15).

Fur die Transaktivierung bildet PPARy nach Bindung eines Liganden ein Heterodimer
mit dem Retinoid X Rezeptor. Dieser Komplex bindet anschlieRend an ,DNA-PPAR-
response“ Elemente, welche die Transkription einer Vielzahl an Zielgenen
beeinflussen (16). Bei der Transrepression inhibiert der Ligand-PPAR-Komplex

verschiedene Signaltransduktionskaskaden und unterdrtickt so die Genexpression der
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damit verknipften Gene (15). So reguliert PPARy grundlegende Zellfunktionen zur

Glukoseverwertung, Proliferation und Entztindung.

Die Isoform PPARy kommt zusatzlich in drei weiteren Unterformen vor. PPARy1 wird
vornehmlich in Fettgewebe, Skelettmuskel, Lebergewebe und Herzmuskel exprimiert.
PPARy2 wird hauptsachlich in Fettgewebe exprimiert (17). PPARy3 kommt vor allem
in Makrophagen vor (18), deren Phanotyp in dieser Arbeit nach Stimulation von PPARy
betrachtet wurde.

Die Gene, die durch PPARs reguliert werden betreffen vorwiegend den Lipid- und
Glukosestoffwechsel (19). PPARYy greift aber auch in den Eicosanoid-Signalweg ein.
Es unterdriickt z.B. die Induktion von Cox-2 und kann proinflammatorische Zytokine
wie TNFa Gber die Repression von NFkB abschalten (13, 19). Damit nimmt es Einfluss
auf zwei Masterregulatoren von Entziindungsreizen. Ein weiterer Signalweg, der durch
PPARy mit reguliert wird ist der Wnt-Signalweg. Die Wnt-Signalkaskade ist bei
verschiedenen Tumoren dereguliert und hat wichtige Funktionen in der Embryogenese
(20, 21). Eine Komponente des Wnt-Signalweges (B-Catenin), interagiert mit PPARy
Uber eine Catenin-Bindungsdomane und flihrt so zum Abbau von phosphoryliertem (3-
Catenin Uber das Proteasom (22). Dies vermindert die Aktivitat des Wnt-Signalweges,
der sowohl im Tumor, als auch im umgebenden Immuninfiltrat eine Rolle spielt (23,
24). Das Wnt-Signalnetzwerk ist aul3erdem mit PI3K Signalweg tber das Protein Akt
verbunden (14). Somit greift PPARYy indirekt und direkt in Signalkaskaden ein, die mit

Entzindung, Proliferation und Zelldifferenzierung verbunden sind.

Mit den Thiazolidiendionen existiert eine bereits zugelassene Medikamentengruppe
mit langjahriger klinischer Erfahrung, was PPARy zu einem naheliegenden ,drugable
target” macht. Thiazolidiendione gehdren zu einer Stoffgruppe, die als Agonisten von
PPARy wirken. Ein Vertreter der Thiazolidiendione ist Pioglitazon. Es ist primar als
orales Antidiabetikum zur Senkung der Inuslinresistenz zugelassen. Neben dieser
Hauptwirkung auf die Verbesserung der Glukoseresistenz bei Diabetikern gibt es
multiple, pleiotrope Wirkungen des Medikaments. Es sind Wirkungen auf den
Blutdruck (25), die renale Albuminexkretion (26), die Plattchenfunktion (27) und

Inflammation (28) beschrieben.
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1.3 Tumor-assoziierte Makrophagen und PPARy

Wesentliche Effektorzellen der chronischen Inflammation im Tumorgewebe sind
Makrophagen. Da diese PPARy3 exprimieren, ist dieser Zelltyp ein zentrales ,Target"
fur Biomodulation im Tumor. Besonders im Hinblick auf die Immunonkologie ruckt das
Interesse an der Beeinflussung der Makrophagen zunehmend in den Fokus vieler
Untersuchungen und stellt ein interessantes Untersuchungsobjekt dar. Im Gegensatz
zu anderen Zelltypen besitzen Makrophagen eine enorme morphologische und

phanotypische Plastizitat und sind dartber gut medikamentds beeinflussbar.

Makrophagen, die in einen Tumor einwandern, verandern nach Kontakt mit der
Tumormikroumgebung ihren Phanotyp in einer charakteristischen Art und Weise.
Insbesondere eine erhdhte Anzahl dieser Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM)
korreliert mit einem schlechten Uberleben, indem sie die Metastasierung von
Tumorzellen erleichtern (29-31). In der Literatur werden hierfir zwei Mechanismen
diskutiert. Zum einen setzen Makrophagen verschiedene Proteasen in ihrer
Umgebung frei. Diese lokale Proteolyse der Basalmembran im Tumor erleichtert so
die Durchwanderung von Tumorzellen durch die Basalmembran. Die Tumorzellen
erhalten damit leichter Anschluss an Lymph- und BlutgefaRe und kdnnen somit in
andere Gewebe metastasieren (32). Der zweite Mechanismus beginstigt
Metastasierung durch eine Verbesserung der Invasionskapazitat der Karzinomzellen.
Zum Beispiel fuhrt Sekretion von Wnt5a von Makrophagen zu einer vermehrten
Tumorzellinvasion von Mammakarzinomzellen Uber einen alternativen Wnt-Signalweg
(24).

TAMs wird daher aus verschiedenen Grinden bei der Kontrolle von
Tumorerkrankungen eine wichtige Rolle zugeschrieben. Sie kbnnen sowohl tumorizid,
als auch protumorigen wirken und dariiber hinaus sogar die Metastasierung
unterstitzen (33, 34). Entscheidend ist dabei der jeweilige Immunphanotyp des
Makrophagen. Vereinfachend werden die Aktivierungszustande in drei Ubergeordnete
Gruppen eingeteilt. Der erste Typus ist der klassisch aktivierte Makrophage, der tber
Toll-like Rezeptoren oder Interferony aktiviert wird und sich durch seine hohe
Entziindungsaktivitdt und die signifikante Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
auszeichnet. Der zweite Phanotyp ist der an der Wundheilung beteiligte, chronisch
aktivierte Makrophage. Dieser wird typischerweise durch Interleukin 4 aktiviert, wirkt

entziindungshemmend und ist am Aufbau der extrazellularen Matrix flr regenerative
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Prozesse und Narbenbildung beteiligt. Der dritte Phanotyp ist der regulatorische
Makrophage. Dieser wird z.B. durch Glukokortikoide induziert. Diese Makrophagen
kobnnen durch Sekretion von Interleukin 10 Entzindungsreaktionen effektiv
unterdriicken, stellen aber z.B. keine Bestandteile extrazellularer Matrix her. Diese drei
Phanotypen stellen die Extreme der Makrophagenauspragung dar. Es existiert aber
ein beinahe stufenloses Kontinuum an Zwischenauspragungen, die eine klare
Einordnung des einzelnen Makrophagen oft schwierig machen. Zudem besitzen
Makrophagen eine hohe Plastizitat, die es ihnen ermdglicht innerhalb kirzester Zeit

ihren Phanotyp drastisch zu &ndern und in eine andere Gruppe zu wechseln.

Eine Modulation der TAM uber den PPARYy Signalweg kdnnte daher eine Mdglichkeit
darstellen Patientinnen mit TN-Mammakarzinom eine neuartige biomodulatorische
Therapie zur Verfiigung zu stellen und damit deren Uberleben zu verbessern. Die in
dieser Arbeit untersuchte biologische Aktivitat des PPARy-Agonisten Pioglitazon bei
verschiedenen Krebserkrankungen ist bereits in einigen kleinen Studien untersucht
worden. Bei metastasiertem Nierenzellkarzinom zeigte sich z.B. ein Ansprechen von
76% der Patienten auf eine Kombinationstherapie aus Pioglitazon, Etoricoxib,
Interferon a und Capecitabine (35). Auch beim fortgeschrittenen malignen Melanom
konnte durch die Hinzunahme von Pioglitazon und Rofecoxib zu einer
Trofosfamidtherapie eine Verbesserung des Uberlebens erreicht werden (36). Dies
belegt die biologische Aktivitdt von Pioglitazon eingebettet in metronome
Therapieschemata tber praklinische Daten hinaus. Auf der anderen Seite musste eine
Studie bei Glioblastomen aufgrund von unzureichendem Ansprechen dieses sehr
aggressiven Tumors auf eine Kombinationstherapie aus Rofecoxib, Pioglitazon und
Capecitabine oder Temozolomid vorzeitig beendet werden (37). Dies bedeute auch,
dass die Wirkung kontextabh&ngig ist und bisher eine systematische Analyse der

einzelnen zellularen Komponenten in der Tumormikroumgebung noch aussteht.

Uber die Mechanismen wie sich der Polarisationsphanotyp von Makrophagen mit
Pioglitazon beeinflussen lasst und welche Signalwege dabei eine Rolle spielen, ist
bisher nur wenig bekannt. Deshalb sollte in dieser Arbeit der Phanotyp von murinen
Knochenmarksmakrophagen nach Pioglitazonstimulation weiter untersucht werden
um mogliche Ansatzpunkte flir neue Therapiestrategien zu evaluieren. Der

Immunphanotyp von TAMs liegt in der Regel zwischen dem Wundheilungs- und dem
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regulatorischen Makrophagen und ihnen wird eine eher entzindungshemmende
Funktion zugeschrieben (38). Insbesondere aufgrund ihrer hohen Plastizitat und der
dadurch bedingten Beeinflussbarkeit bieten sich Makrophagen als therapeutisches

Ziel fur neue Therapieansatze an.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es deshalb als ersten Schritt auf dem Weg zu einer
biomodulatorischen Therapie den Effekt von Pioglitazon auf den Phanotyp von
,monocyte derived macrophages* als in vitro Modell fir TAMs zu untersuchen. Mittels
Western Blot und gRT-PCR wurden die Effekte auf Teile des Wnt Signalnetzwerkes,
den PI3K-Signalweg und TNFa als Surrogatparameter fir akute Entzindung
untersucht und gegen den mit LPS ,klassisch* aktivierten Makrophagen abgegrenzt.
Ebenso wurden toxische und modulatorische Effekte auf die murinen Modellzelllinien
410.4 und 4T1 fur TN-Brustkrebs untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Geréate und Laborausristung

Tabelle 2-1: Verwendete Labormaterialien

11

Gerat

Hersteller

Biofuge pico (Heraeus)

Incubator for cell culture (Heraeus)

Inverse microscope (Wilovert)

Laminar Flow (Heraeus)

Megafuge 1.0 (Heraeus)

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
Neubauer Improved cell counting chamber
Pipetboy accujet pro

Pipettes (100-1000pl, 20-200yl, 2-20pl, 0.2-2ul)
Real-time PCR machine ABI prism
TECAN Sunrise Infinite F50 ELISA Reader
Thermal Cycler DNA Engine

Thermomixer 5436

Trans-Blot SD semi-dry transfer cell

Vortex shaker REAX 2000

Thermo-Scientific
Thermo-Scientific
Helmut Hund GmbH
Thermo-Scientific,
Kendro Laboratory Products
Peqlab

LO Laboroptik

BRAND GMBH + Co KG
Gilson

Applied Biosystems
Tecan Group

Bio-Rad

Eppendorf

Bio-Rad

Heidolph Instruments

Water bath SW-20C Julabo GmbH
2.2 Reagenzien
Tabelle 2-2: Verwendete Reagenzien mit Hersteller
Reagenz Hersteller
Ammoniumperoxodisulfate Merck
Aceton Merck
Ameisensaure >98% p.a. Roth
Albumin Fraktion V Roth
Crystal violet solution Sigma
DAPI Sigma
DMSO Sigma
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Reagenz Hersteller
Dulbeccos Phosphate Buffered Saline Gibco
Essigsaure 100%

Ethanol Sigma
Fluorescent Mounting Medium Dako
Formaldehyd <5%

Glycerol Sigma
Lipopolysaccharid aus E. Coli 026:B6 (Img/ml)  Sigma
2- Mercapto-ethanol Sigma
Methanol Merck
Milchpulver Roth
Natriumacetat >99% p.a. Roth

Normal goat serum

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.

2-Paropanol VWR
Paraformaldehyde Merck
Phalloidin-Fluoresceinisothiocyanat-Konjugat Sigma
Pioglitazon Sigma
PMSF Thermo Scientific
Protease Inhibitor Coctail Sigma
SDS Pellets >99% Roth
Sodium acetate >99% Sigma
Sodium Deoxycholate >97% Sigma
Triton X-100 Sigma
Trizma R Base Sigma
Tween 20 Sigma

2.3 Assay-Kits

Tabelle 2-3: Kommerzielle Kits
Name Hersteller
iScript cDNA sysnthesis Kit Bio-Rad
High Pure RNA isolation Kit Roche
BrdU Cell Proliferation ELISA Kit Abcam
DC Protein Assay Bio-Rad
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2.4 Puffer
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Tabelle 2-4; Namen und Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Name

Bestandteile

MTT Lysepuffer
MTT Reagenz (Stammldsung 10x)

Kulturmedium MDMs

Pluznikmedium

Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

RIPA

Blotpuffer (10x)

Blotpuffer (1x)

Elektrophoresepuffer (10x)

Ponceaurot

%5 (v/v) Ameisensaure in Isopropanol

5 g/l Thiazolyl Blau Tetrazolium Bromid in
PBS

DMEM

10% FCS

5% L929

DMEM mit L-Glutamin

10% v/v FCS

5% Normales Pferdeserum

30% L929 konditioniertes Medium

1% Natriumpyruvat (11mg/l Stammlésung)
1ml B-Mercaptoethanol (1000x vorverdinnt)

1,15M TrisHCI pH 8,8
0,38 M TrisHCI pH 6,8

50mM TrisHCI pH 7,2

150mM NacCl

0,1% (w/v) SDS

0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat
1% Triton X-100

0,25M Tris-Base
2M Glycin

1 Teil Blotpuffer (10x)
7 Teile deionisiertes Wasser
2 Teile Methanol

250mM Tris Base
2M Glycin

1% (w/v) SDS

0,5% (w/v) Ponceau
1% (v/v) Essigsaure
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2.5 Primer

Tabelle 2-5: Name und Sequenzen der verwendeten qRT-PCR Primer
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Primername  Abkdar- Genname Forward-Primer Reverse Primer
zung 5¢-3¢ 5¢-3¢
mm-Wnt5a Whnt-5a wingless-related TTACACAACAATGA ACACTCCATGACA
MMTV AGCAGG CTTACAG
integration site
5A
mm_Tnf-alpha Tnfa tumor necrosis TCCCCAAAGGGAT CTCCTCCACTTGG
factor GAGAAGT TGGTTTG
mm-Axin2 AXxin2 axin2 ACGATTCCATGTC  AATGAGGTAGAGA
CAGAC CACTTGG
mm-1i1b ll1b lI1b interleukin 1  GTAATGAAAGACG ACTCTGCAGACTC
beta GCACACC AAACTCC
mm-Spil Spil Proto-Oncogene CTTACGATTCAGA TCAGGGAAGTTCT
/ Hematopoietic = GCTATACCA CAAACTC
Transcription
Factor PU.1
mm-Ecad Cdhi Cadherin 1 GGATATTAATGACA GCATTGACCTCATT
ACGCTCC CTCAG
mm-Gapdh GAPDH glyceraldehyde- CATCTTGGGCTAC CTGTAGCCGTATT
3-phosphate ACTGAG CATTGTC
dehydrogenase
mm-Pgk1 PgK1 phosphoglycerat TGTCCAAACTAGG CCTTGGCAAAGTA
e kinase 1 AGATGTC GTTCAG
mm-Dkk2 Dkk2 Dickkopf 2 CATCCTCACCCCA GTAGGCATGGGTC
CATATCC TCCTTCA
mm-CD86 CD86 B7-2 GTCCAAGAAGCCG CTCTGTCAGCGTT
AATCAG ACTATCC

2.6 Antikorper

Tabelle 2-6: Name, Spezies und Hersteller der verwendeten Antikdrper fir Western-Blot Analysen und
Immunfluoreszenzmikroskopie

Name Spezies, Typ Firma Katalog Nr.

B-Actin Maus, Sigma-Aldrich A5441
monoklonal 1IgG

GSK-3B Hase, Cell Signalling 9315
monoklonal 1gG

p-GSK-3a/f Hase, polyklonal Cell Signaling 9331

(Ser21/9)
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Name Spezies, Typ Firma Katalog Nr.
Akt Hase, polyklonal Cell Signaling 9272
p-Akt (Ser473) Hase, Cell Signaling 4060
monoklonal IgG
E-Caderin Hase, Cell Signaling 3195
monoklonal 19G
Active-f3- Maus, Millipore 05-665
Catenin (anti- monoklonal
ABC) lgG1k
B-catenin Maus, Santa Cruz SC-7963
monoklonal
lgG1
HSP 90a/B Maus, Santa Cruz sc-13119
monoklonal
IgG2a
Ziege-anti-Maus  Ziege, Santa Cruz sc-2005
IgG-HRP sekundarer anti-
Maus IgG
Ziege-anti-Hase Ziege, Santa Cruz sc-2004
IgG-HRP sekundarer anti-
Hase IgG
Ziege-anti- Ziege, Thermo Fischer 31635
Hase-FITC sekundaer anti-
Hase- IgG

2.7 Isolation muriner Knochenmarksmakrophagen (MDMSs)

Die Versuchstiere wurden unter Einhaltung der Tierschutzrichtlinien im zentralen
Tierstall gehalten. Es wurde keine besondere Diat gefittert und das Geschlecht der
M&ause war nicht aussschlaggebend fir die Versuche. Acht bis zwdlf Wochen alte
Balb/c-Mause wurden mittels COz2-Inhalation getdtet und nach Desinfektion des Fells
beide Femora prapariert. Diese wurden erneut in 70% Ethanol desinfiziert und
anschlieBend in Pluznikmedium (siehe 2.4) aufgenommen. Unter der Sterilbank
wurden die Epiphysen am Ubergang zur Diaphyse abgetrennt und das Mark jedes
Knochen von beiden Seiten mit je 2,5ml Pluznikmedium ausgespult und in einer 10cm
Schale (unbeschichtet) aufgefangen. AnschlieR3end wurde bei 37°C, 5%CO:2 fur 20
Stunden inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Platte vorsichtig mit 2x
10ml Pluznikmedium gewaschen. Der Uberstand enthalt vor allem myeloische
Vorlauferzellen, die sich zur Differenzierung in Makrophagen eignen. Die Zellen
wurden mittels einer Tischzentrifuge bei 1200rpm fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur

abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 40ml
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Pluznikmedium resuspendiert und je 10ml in 10cm Zellkulturschalen (beschichtet)
ausgesat. Dort werden die Zellen wahrend der Differenzierung adhérent. Die
Differenzierung erfolgte tUber sieben Tage bei 37°C und 5%CO2 mit einmaligem
Wechsel des Kulturmediums an Tag 3. Verantwortlich fur die Differenzierung ist der im
Pluznikmedium enthaltene Anteil an L929. Dieses konditionierte Medium enthalt
entsprechende Wachstumsfaktoren wie Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor,

die zu einer Ausreifung in Monozyten und Makrophagen fiihren.

2.7.1 Herstellung von konditioniertem L929 Medium

In einer 125cm?2 Zellkulturflasche wurden 1*107 L929-Zellen in DMEM + 10%FCS
ausgesat. Nach Inkubation fir sieben Tage bei 37°C und 5%CO:2 wurde das Medium
abgenommen und Uber einen 0,22um Filter sterilfiltriert. AnschlieRend wurde das

Medium bis zur Verwendung bei -20°C in 40ml Aliquots eingefroren.

2.8 Zellkultur

2.8.1 Kultur von ,monocyte derived macrophages*

Knochenmarksmakrophagen wurden, wie unter 2.7 beschrieben, isoliert und
differenziert. AnschlieRend wurden die Zellen in DMEM mit 1g Glukose/l und 10% FCS
+ 5% L929 bei 37°C und 5% CO2 kultiviert.

2.8.1.1 Pioglitazonstimulation von MDMs

Um den Effekt von Pioglitazon auf MDMs hinsichtlich Morphologie, Proteinexpression
und mRNA-Expression zu untersuchen, wurden diese vorab ausgesat und stimuliert.
Dazu wurde das Medium von einer 10cm Schale wurde abpipettiert. Anschliel3end
wurde der Zellrasen mit 20ml PBS pro Schale gewaschen und die Zellen nach Zugabe
von 1ml Accutase fir 5 Minuten bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt
noch adharente Zellen wurden durch vorsichtiges Klopfen der Kulturschale
mechanisch abgeldst und die Enzymreaktion durch Zugabe von 4ml Kulturmedium
gestoppt. AnschlieBend wurde vor weiterer Verdinnung die Zellzahl in einer
Neubauer-Zahlkammer, bestimmt um fir die folgenden Experimente eine

standardisierte Zellzahl in jedem Experiment zu erhalten.

Die Zellsuspension wurde fir die folgenden Experimente, wie in Tabelle 2-7 gezeigt,

verdinnt.
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Tabelle 2-7: Verwendete Zellkulturschalen und Zelldichten fir MDM-Experimente

Experiment Verwendete Zellzahl pro ml  Kulturvolumen
Kulturschale pro Well

MTT (2.10.1) 24 Well 1*10° iml

BrdU (2.10.2) 96 Well 1*10° 100l

Proteinisolation *1A5 2ml

(2.11.1) 6 Well 5*10

RNA-Isolation *1A5 2ml

(2.12.1) 6 Well 5*10

Mikroskopie 24 Well 1*108 Iml

Anschliel3end wurden die Zellen in den entsprechenden Kulturplatten ausgesat und 16
Stunden Uber Nacht bei 37°C und 5% CO: inkubiert.

Pioglitazon wurde in verschiedenen Konzentrationen (ImM bis 10mM) in DMSO
geldst, verdinnt und am Folgetag zupipettiert und die Inkubation bei 37°C und 5% CO:
fur 24 Stunden und 72 Stunden fortgesetzt. DMSO wurde in den gleichen Mengen
ohne Pioglitazon als Kontrolle mitpipettiert. Die pro well erreichte DMSO Konzentration
lag zwischen 0,1% und 1%. Als weiterer Vergleichsansatz wurden Makrophagen mit
1pg/ml LPS stimuliert. Im Anschluss erfolgte die Aufarbeitung fur die entsprechenden

Experimente wie unten aufgefuhrt.

2.8.2 Kultur und Pioglitazonstimulation von 410.4 und 4T1

In dieser Arbeit wurden die 410.4 und 4T1 Zelllinien verwendet. Beides sind
Modellzellen fir ein murines triple negatives Mammakarzinom. 410.4 Zellen wurden
aus einem spontanen murinen Brustkrebs isoliert und in Kultur genommen. Die
thioguaninresistente Zelllinie 4T1 ist aus einer Subpopulation der 410.4 tber mehrere
Passagen in vitro und in vivo gewonnen worden (39, 40). In vivo verhalt sich die 4T1
sehr viel aggressiver als die 410.4 und metastasiert rasch hdmatogen in Lunge, Leber,
Knochen und Gehirn. Auch nach Entfernung des Primartumors kommt es zu einem
progredienten Krankheitsbild in der Maus. Diese Eigenschaft macht insbesondere die

4T1 zu einem guten Mausmodell fir metastasierten Brustkrebs beim Menschen (41).

410.4 Zellen wurden in DMEM, supplementiert mit 10% FCS bei 37°C und 5%CO:
kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium ausgetauscht und bei Erreichen

von Konfluenz wurden die Zellen 1:10 gesplittet.
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4T1 Zellen wurden in RPMI, supplementiert mit 10% FCS bei 37°C und 5%COz2,
kultiviert. Auch hier musste alle zwei Tage das Medium ausgetauscht werden und die

Zellen wurden ebenfalls bei Erreichen der Konfluenz 1:10 gesplittet.

Das Medium uber Kulturflasche 410.4 / 4T1 wurde abgesaugt, die Zellen mit 5ml PBS
gewaschen und anschlieRend 1ml Trypsin zupipettiert. Nach Inkubation flr 5 Minuten
bei 37°C und 5% CO:2 wurden restliche adhérente Zellen durch vorsichtiges Klopfen
der Kulturflasche auf einen harten Untergrund abgeldst. Anschlieend wurde die
Reaktion durch Zugabe von 9ml DMEM (410.4.) oder RPMI (4T1) mit 10% FCS
abgestoppt und die Zellzahl in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die Suspension
wurde fur die Aussaat weiter verdinnt (siehe Tabelle 2-8), ausgesat und anschlie3end
fur 24 Stunden bei 37°C und 5%CO: inkubiert.

Tabelle 2-8: Kulturbedingungen fiir 410.4-Zellen

Experiment Verwendete Zellzahl pro ml Kulturvolumen
Kulturschale pro Well

MTT (2.10.1) 24-Well 2*104 iml

BrdU (2.10.2) 96-Well 2*105 0,1ml

Am Tag der Stimulation wurde Pioglitazon in DMSO geldst und in DMEM (410.4) /
RPMI (4T1) + 10% FCS auf 0,1uM bis 2,5uM verdinnt. Das Medium Uber den Zellen
wurde abgenommen und durch dieselbe Menge an Pioglitazon-haltigem Medium
ersetzt. AnschlieRend wurden die Zellen fur 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2
inkubiert. Danach erfolgte die weitere Aufarbeitung wie unter 2.10.1 und 2.10.2

beschrieben.
2.9 Mikroskopie von Knochenmarksmakrophagen (MDMSs)

2.9.1 Durchlichtmikroskopie

MDMs wurden wie unter 2.8.1.1 und 2.7 dargestellt, kultiviert und mit Pioglitazon ftr
24 Stunden und 72 Stunden stimuliert. Schlie3lich wurden die Zellen direkt in der
Zellkulturschale mikroskopiert um die Auswirkungen von Pioglitazon auf die

Morphologie von Makrophagen zu untersuchen.
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2.9.2 Immunfluoreszenzfarbung

In einer 24-Well Schale wurden sterilisierte Deckglaschen vorgelegt. Anschlie3end
wurde 1ml extrazellulare Matrix auf die Deckglaschen pipettiert und direkt wieder
abgenommen. Danach wurden die Zellen wie unter 2.8.1.1 beschrieben ausgesat und
fur 24 Stunden und 72 Stunden mit Pioglitazon stimuliert. Am Tag der Ernte wurde das
Medium abgenommen und die Zellen zwei Mal mit je einem ml PBS gewaschen.
Anschlieend wurden die Zellen mit 1ml 4% PFA in PBS fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert. Dann wurde die Fixierlosung abgenommen und durch PBS

ersetzt.

2.9.2.1 Phalloidin- und E-Cadherinfarbung

Die Zellen wurden, wie unter 2.9.2 beschrieben, vorbereitet. Die Deckglaschen wurden
erneut funf Minuten mit 1ml PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellmembran
wurde anschlieRend 10 Minuten mit PBS mit 0,5% Triton X-100 bei Raumtemperatur
inkubiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 1:20 in PBS verdiinntem ,normal

goat serum“ abgeblockt.

Im Anschluss wurde erneut drei Mal fur funf Minuten bei Raumtemperatur mit 500l
PBS + 0,5% Triton X-100 gewaschen. Daraufhin wurde eine Stunde mit 1:600 in PBS
verdinntem PhalloidinTRITC bei Raumtemperatur gefarbt. Die E-Cadherinfarbung
erfolgte Uber Nacht mit 1:200 verdinntem Hase-anti-E-Cadherinantikdrper (Tabelle
2-6) bei 4°C. Danach wurde Uberschissiges Reagenz / Primarantikérper durch
dreimaliges Waschen mit 500ul PBS + 0,5% Triton-X-100 fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur entfernt. Im Falle der E-Cadherinfarbung wurde anschliel3end eine
Stunde mit dem FITC-gekoppelten Ziege-anti-Hase-FITC Sekundarantikérper (Tabelle
2-6) bei Raumtemperatur inkubiert und erneut drei Mal wie oben beschrieben
gewaschen. Aul3erdem erfolgte hier eine technische Negativkontrolle, fiir die eine

Probe ausschliel3lich mit Sekundarantikorper gefarbt wurde.

Fur beide Ansatze wurde die Kerngegenfarbung mit 1:2000 in PBS verdiinntem DAPI
fur 5 Minuten durchgefuhrt. Auch hiernach wurde, wie oben, drei Mal gewaschen. Zum
Abschluss wurde ein letztes Mal mit 500ul destilliertem Wasser gewaschen, die
Deckglaschen auf einen Objekttrager tberfuhrt und in ,Fluorescent Mounting Medium*®
eingedeckelt. Bis zur Mikroskopie wurden die Praparate bei 4°C gelagert.
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2.10 Toxizitatsassays

2.10.1 MTT-Assay

Die Zellen wurden wie unter 2.8.1.1 vorbereitet. Zur Detektion wurde das Medium Uber
den Zellen abgenommen und durch MTT-haltiges (siehe 2.4) Medium ersetzt
(Endkonzentration 5ug/ml) und erneut fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. In dieser
Zeit setzen die Zellen das MTT zu einem blaulich kristallinen Farbstoff um, der
wasserunloslich ist und ausfallt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium
abgenommen und pro Well 500ul MTT Lysepuffer zugegeben und fur 15 Minuten unter
Schutteln und Lichtschutz lysiert. Dabei wird das MTT geldst und andert seine Farbe
ins gelbe Spektrum. Das Lysat wurde in Triplikaten & 100ul/Well in eine 96-Well Platte
Uberfahrt und die Extinktion bei 540 nm vermessen. Die Menge an gebildetem
Farbstoff ist proportional zur Aktivitat mitochondrialer Reduktasen, was als

Surrogatparameter fur die Zellvitalitdt herangezogen wird.

2.10.2 BrdU-Assay

Die Zellen wurden, wie unter 2.8.1.1 beschrieben, vorbereitet. Fir den Assay wurde
das ,BrdU Cell Proliferation ELISA Kit (colorimetric) (2.2) verwendet. Bei diesem Test
wird Bromodesoxyuracil zugegeben, das in die Zellen aufgenommen wird und in die
DNA integriert wird. Dieses Nukleotid kann anschliel3end von einem Antikorper erkannt
und gefarbt werden. Die Menge an eingebautem BrdU ist proportional zur proliferativen
Aktivitat der Zellen. Nach Ablauf der Stimulationszeit mit Pioglitazon wurden 20ul
BrdU-L6sung zugegeben und erneut fir 4 Stunden bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert.
Zum Stoppen der Reaktion wurde das Medium abpipettiert und 200 pl/well Fixierldsung
zugegeben. AnschlieRend wurde entweder 30 Minuten bei Raumtemperatur oder tber
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Fixierlosung wurde durch Umdrehen und Trockenklopfen
der Platte entfernt und anschlieRend drei Mal mit ca. 500ul/well Waschpuffer
gewaschen. Nach erneutem Trockenklopfen der Platte wurden 100ul der im Kit
mitgelieferten Anti-BrdU-Antikérperldsung zugegeben. Nach 1 Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur wurde erneut drei Mal mit Waschpuffer gewaschen. Der
Sekundarantikdrper ,Peroxidase Goat Anti-Mouse-lgG Conjugate” wurde 1:2000
verdunnt und anschlielRend mit einem 0,22uM Filter sterilfiltiert. Vom Filtrat wurden je
100pl/Well zupipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der oben

beschriebene Waschschritt wurde erneut wiederholt. In einem letzten Schritt wurde
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jedes Well einmal mit ca. 500ul destilliertem Wasser gewaschen und die Platte
sorgféaltig durch Klopfen getrocknet. Zum Entwickeln wurden nun 100p/Well ,TMB
Peroxidase Substrate” zugegeben und fir 30 Minuten unter Lichtschutz inkubiert.
Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 100ul der ,,Stop-Solution“ beendet und
die Essonm ausgemessen. Die gemessenen Extinktionen wurden in Relation zu einer

unbehandelten Kontrolle gesetzt, um die Zellvitalitat abzuschéatzen.

2.11 Proteinbiochemie
2.11.1 Proteinisolation aus MDMs fiir Western Blot Analysen

Zur Bestimmung der Proteinexpression verschiedener Komponenten des Wnt-
Signalweges und des PI3K Signalweges wurden MDMs und Mammakarzinomzellen
mit Pioglitazon stimuliert und anschlieend die Proteine isoliert. Das Medium tber den
Zellen wurde abgesaugt und der Zellrasen mit 1ml eiskaltem PBS gewaschen. Pro
Well wurden anschlie3end 50pl RIPA Puffer mit Phosphatase- und Proteaseinhibitoren
zugegeben. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen vom Untergrund gel6st und
madglichst quantitativ in ein 1,5ml Reaktionsgefal3 Uberfuhrt und dieses auf Eis gestellt.
Die Zelllyse wurde durch 30 Sekunden vortexen mit anschliel3ender Inkubation auf Eis
fur 30 Minuten vervollstandigt. Zelldebris wurden durch 10 Minuten Zentrifugation bei
4°C und 14000 rpm in einer Tischzentrifuge entfernt. Die Uberstande wurden in neue

1,5ml Reaktionsgefal3e Uberfihrt und die Proteinpraparationen bei -20°C eingefroren.
2.11.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den gewonnenen Lysaten wurde das
BioRad Dc Protein Assay Kit verwendet. Als Proteinstandard wurde BSA in
verschiedenen Konzentrationen (Opug/ml bis 1500ug/ml) in Wasser gelost und bei
jedem Test mitbestimmt. Die zu bestimmenden Proteinproben wurden 1:3 in Wasser
vorverdiunnt (5ul Probe in 15ul Wasser). Je 10ul Proteinstandard und verdinnte
Proteinprobe wurden in 1,5ml Reaktionsgefal3en vorgelegt und anschlieend pro
Ansatz 50ul von Reagenz A zugegeben. Diesem war zuvor Reagenz S im Verhéltnis
1:49 zugesetzt worden, um SDS Rickstande aus dem Extraktionspuffer zu
kompensieren. Nach kurzem Vortexen wurden 400ul Reagenz B zugegeben und jede
Probe 30 Sekunden gevortext. Nach 30 Minuten Inkubation unter Lichtschutz bei

Raumtemperatur wurden 100ul/ Well in Duplikaten in eine 96-Well Platte tberfuhrt und



Material und Methoden 22

die E7oonm vermessen. Anschlieend wurde eine Eichgerade aus den Absorptionen
des Proteinstandards erzeugt und anhand dieser die Proteinkonzentrationen der

Proben errechnet.
2.11.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

10% Polyacryamidgele fur die Proteintrennung wurden nach folgendem Protokoll

gegossen (Tabelle 2-9).

Tabelle 2-9: Reaktionsansatz fur 10% Polyacrylamidgel

Trenngel 10% Sammelgel 5%
Komponente Menge Komponente Menge
Wasser 3,95ml Wasser 3,45ml
Acrylamidlésung 3,35ml| Acrylamidldsung 0,83ml
Trenngelpuffer 2,5ml Sammelgelpuffer 0,63ml
TEMED 10ul TEMED 5ul
APS 100pl APS 50ul

Die Proteinproben wurden in Wasser in einem Gesamtvolumen von 15ul auf 1ug/ul
verdunnt. AnschlieRend wurden pro Probe 5ul 4x Lammlipuffer zugegeben und die
Proben 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Nach Kkurzer Zentrifugtation bei
Raumtemperatur wurden 20u pro Spur aufgetragen. Als Proteinstandard wurden 5pl
Precision Plus Protein Dual Color Standard verwendet. AnschlieRend wurden die

Proteine bei 130V aufgetrennt.

2.11.4 Western Blot

Der Proteintransfer aus dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte nach dem
semi-dry Blotverfahren. Nach SDS-Polyacrylamidelektrophorese (wie unter 2.11.3
beschrieben) wurde das Gel in Blotpuffer Uberfihrt und anschlieBend ein
Blotsandwich, bestehend aus zwei mit Blotpuffer getrankten Filterpapieren, einer mit
Blotpuffer benetzten Nitrozellulosemembran, dem Polyacrylamidgel und zwei weiteren
Filterpapieren, aufgebaut. Etwaig vorhandene Luftblasen wurden durch Abrollen einer
serologischen Pipette aus dem Blotsandwich herausgedrtickt und anschlie3end bei
15V fur 90 Minuten geblottet.
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Nach Abschluss des Blotvorganges wurde die Membran finf Minuten mit Ponceaurot
gefarbt. Zur Visualisierung der Proteine wurde in TBST so lange entfarbt bis die
Proteine gut erkennbar waren. AnschlielBend wurde der Proteinstandard mit einem
Kugelschreiber markiert und die Membran flir die entsprechenden
Antikorperfarbungen zurechtgeschnitten. Zur Abschatzung der Proteinmenge in jeder
Gelspur wurde fur jedes Gel ein sogenanntes ,housekeeping“-Protein mitgefarbt.
Diese Proteine sind in allen Zellen in der Regel stark exprimiert und variieren auch
unter unterschiedlichen physiologischen Zustanden in ihrer Expression kaum. Damit
lasst sich eine bessere Abschatzung der pro Spur aufgetragenen
Proteingesamtmenge erreichen und erlaubt einen direkten Vergleich der

Expressionsstéarke in verschiedenen Ansatzen auf dem gleichen Gel.

Im nachsten Schritt wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur in TBST mit zusatzlich 5%
Magermilchpulver (MMP) oder 5% BSA geblockt. Die verwendete Blockldsung war
abhangig vom verwendeten Antikorperpaar. AnschlieRend wurde bei 4°C Uber Nacht
der Primé&rantikoérper inkubiert. Nach Abnehmen des Primarantikorpers wurden die
Membranteile drei Mal fir 5 Minuten mit TBST gewaschen. Die Inkubation mit dem
passenden Sekundarantikdrper erfolgte flr eine Stunde bei Raumtemperatur. Danach
wurde erneut drei Mal mit TBST gewaschen. Danach wurden die Blots mit ECL-
Reagenz entwickelt. Daflr wurden beide Reagenzien 1:1 kombiniert und vorsichtig auf
der Membran verteilt, bis diese vollstandig benetzt war. Die Chemilumineszenz wurde

mit einer Photomultiplierkamera gemessen und die Bilder digital gespeichert.

Fir die Entwicklung weiterer Proteine auf der gleichen Membran wurde optional die
Membran ,gestript* und erneut mit einem Primarantikdrper wie oben beschrieben

inkubiert.

2.12 Molekularbiologie

2.12.1 RNA-Isolation fir mRNA Expressionsanalysen

Zur Beurteilung der transkriptionellen Aktivierung des Wnt-Signalweges, der
proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-18 und des durch PPARYy regulierten
Gens CD86 wurde mRNA flr quantitative PCR-Analysen isoliert. Die RNA-Praparation
wurde mit dem ,High Pure RNA Isolation Kit“ durchgefuhrt.
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MDMs wurden in 6-Well Schalen ausgesat und, wie unter 2.8.1.1 beschrieben, mit
Pioglitazon stimuliert. Nach 24 Stunde oder 72 Stunden wurden die Zellen einmal mit
1000ul PB gewaschen und in 200ul PBS aufgenommen. Anschliel3end wurde nach
Zugabe von 400ul Lysepuffer und Abkratzen mit einem Zellschaber lysiert. Die
Zellsuspension wurde anschlieend in ein 1,5ml Reaktionsgefal? tberfihrt und die
Lyse durch vortexen fiir 30 Sekunden vervollstandigt. Danach wurden die Lysate in
eine ,High Pure” Filtersaule Uberfihrt und die RNA durch Zentrifugation bei 8000g fur
15 Sekunden auf die Saule aufgetragen. Im nachsten Schritt wurde DNAse | 1:10 in
,DNAse Incubation Buffer® verdinnt und pro Saule mit 100yl 15 Minuten bei
Raumtemperatur Gberschissige DNA verdaut. Der Verdau wurde einmal mit 500pl
,wash buffer 1 und zwei Mal mit ,wash buffer 11 gewaschen. Dazu wurde nach
Auftragen des Puffers jede Saule erneut 15 Sekunden bei 8000g zentrifugiert. Nach
dem dritten Waschschritt wurde die Saule, ohne erneut Puffer aufzutragen,
zentrifugiert, um Pufferreste zu entfernen. Die Eluation erfolgte mit 50pul destilliertem
Wasser durch Zentrifugation fiir eine Minute bei 80009 in ein 1,5ml Reaktionsgefal3.
Anschlieend wurde die RNA-Konzentration und Qualitat photometrisch mittels
,Nanodrop® Uberpruft. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

eingefroren.
2.12.2 cDNA Synthese

Die RNA Proben wurden auf Eis aufgetaut und anschlielend ein 1ug pro
Reaktionsansatz in einem 200ul PCR-Reaktionsgefal’ vorgelegt. Danach wurden 5pl
Mastermix bestehend aus ,reaction Mix“ und reverser Transkriptase (BioRad)
zugegeben. Die Reaktion wurde auf 20pl aufgefullt und im Thermocycler (2.2) in cDNA

umgeschrieben.

Tabelle 2-10: Temperaturzyklus fir cONA Synthese

Zeit Temperatur
5 Minuten 25°C
30 Minuten 42°C
5 Minuten 85°C

Temperatur halten 4°C
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AnschlieRend wurde die cDNA 1:45 mit Wasser auf eine Gesamtkonzentration von

10ng/ul verdinnt, in ein 0,5ml Reaktionsgefald tberfihrt und bei -20°C eingefroren.

2.12.3qRT-PCR

Die Primerpaare der zu analysierenden Transkripte wurden in Wasser auf eine
Konzentration von 5uM in einem Gesamtvolumen von 100ul vorverdinnt. Ebenso

wurde eine ,non-Primer-control® ohne Primerldsung angesetzt.

Anschliel3end wurden pro Ansatz 0,6l der Primervorverdiinnung, 5,6ul SYBR Mix und
1,8ul Wasser zum Mastermix zusammenpipettiert. Als nachstes wurde die cDNA
erneut 1:1 verdunnt auf 5ng/ul. Auch hier wurde eine ,non-template-control“ angelegt,
die keine cDNA enthielt. In einer 384-Well Platte wurden nun 8ul/Well des jeweiligen

primerspezifischen Mastermixes in Zeilen vorgelegt.

Danach wurde die Platte in Alufolie eingewickelt und pro Well 2ul der cDNA-
Verdinnung nach Durchstof3en der Folie in Triplikaten zugegeben. Anschliel3end
wurde die Folie entfernt und durch eine Tagman-Klebefolie ersetzt und der
Reaktionsmix bei 4°C fur drei Minuten bei 1500g abzentrifugiert. Anschlie3end wurde
die Platte im Thermocycler vermessen. Optional wurde der Reaktionsmix bei 4°C bis

zu 12 Stunden zwischengelagert.

Tabelle 2-11: Temperaturzyklus fir gRT-PCR-Analyse

Zeit Temperatur  Wiederholungen
12 Minuten 95°C 1
15 Sekunden 95°C
40
1 Minute 60°C
15 Sekunden 95°C
15 Sekunden 60°C 1
15 Sekunden 95°C

Die Auswertung erfolgte mit QuantStudio Software Version 1.4.3 von Applied

Biosystems.
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3 Ergebnisse

3.1 Toxizitdtsuntersuchungen
Um den Konzentrationsbereich fir die funktionellen Experimente herauszuarbeiten,

wurden als erstes Toxizitatsuntersuchungen durchgefihrt.

3.1.1 Pioglitazon wirkt nicht toxisch auf MDMs im MTT

MDMs wurden, wie unter 2.7 beschrieben, isoliert und kultiviert. Zur Bestimmung der

Toxizitat erfolgte eine Titration der Pioglitazondosis. Die Stimulation wurde nach 24

Stunden und nach 72 Stunden beendet.

A 24h B 72h

2004 200+

% MDM Uberleben
% MDM Uberleben

Pioglitazonkonzentration Pioglitazonkonzentration

Abbildung 3.1: MTT-Assay muriner MDMs nach Stimulation mit Pioglitazon fir 24h (A) und 72h (B).

Sowohl nach 24h Pioglitazonstimulation (Abbildung 3.1 A) als auch nach 72h
Pioglitazonstimulation (Abbildung 3.1 B) ist kein toxischer Effekt erkennbar. Ein Grund
dafur kdnnte sein, dass dies methodisch durch den MTT bedingt war, da dieser Test
die mitochondriale Reduktaseaktivitat der Zellen als Surrogatparameter der Zellvitalitat
erfasst und Pioglitazon als Antidiabetikum mit einem Einfluss auf den mitochondrialen
Metabolismus diesen Test verfalscht (42, 43). Anstelle des Reduktionspotentials der

Zellen wurde zusatzlich die Proliferationsfahigkeit der Zellen als Surrogatparameter flr

die Toxizitat herangezogen.

3.1.2 Pioglitazon zeigt eine dosisabhéngige Toxizitat auf MDMs im BrdU-
Assay

MDMs wurden, wie unter 2.8.1.1 beschrieben, fir 72 Stunden mit verschiedenen

Pioglitazonkonzentrationen stimuliert. Aufgrund der geringen Proliferationsaktivitat von
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Makrophagen wurde auf einen 24 Stunden-Zeitpunkt verzichtet. Bei diesem Test
zeigte sich jedoch zusétzlich eine erhebliche DMSO-Toxizitat (Abbildung 3.2 A). Aus
diesem Grund wurde fur jede DMSO-Menge ein entsprechender Kontrollansatz bei

Experimenten mit Pioglitazon hinzugefugt.

A 72h B 72h

1504 1501 I—‘

1004

50

% MDM Uberleben
% MDM Uberleben

oo o\ o\e o\ o
Q Q’».\ Q,J":: QV\) N

Volumen-% DMSO

Pioglitazonkonzentration / Volumen-% DMSO

Abbildung 3.2: Einfluss von DMSO allein (A) und Pioglitazon in DMSO geldst (B) auf die Proliferation
von MDMs im BrdU-Assay nach 72h. Signifikanzanalyse mit Student’s t-Test: ** p<0,01.

Ab einer Konzentration von 2=5uM (Abbildung 3.2 B) beginnt Pioglitazon die
Proliferation von MDMs erheblich zu beeinflussen. Entsprechend wurde fir weitere
Experimente ein Konzentrationsbereich zwischen 0,1uM und 1,0uM gewahlt. Ab
diesem Zeitpunkt konnte mit einer konstanten DMSO-Menge entsprechend 0,1
Volumenprozent (Abbildung 3.2 A) gearbeitet werden. AuRerdem entspricht dies in

etwa der pharmakologisch erreichbaren Plasmakonzentration von ca. 1uM (44).

3.1.3 Pioglitazontoxizitat auf die murinen Mammakarzinomzelllinien
410.4. und 4T1 im MTT-Assay

Im né&chsten Schritt untersuchten wir die Pioglitazontoxizitat bei den murinen
Mammakarzinomzelllinien 410.4 und 4T1l. Die getesteten Konzentrationen
beschrankten sich auf 0,1uM bis 2,5uM, da fir diese Arbeit nur Effekte innerhalb der

durch MDMs tolerierten Konzentrationsspanne interessant sind.
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Abbildung 3.3: Einfluss von Pioglitazon auf das Zelliberleben der murinen Mammakarzinomzelllinien
410.4 (A) und 4T1 (B) im MTT-Assay nach 24h

Weder DMSO noch Pioglitazon zeigten nach 24 Stunden (Abbildung 3.3) einen

Einfluss auf das mitochondriale Reduktionspotential der beiden Zelllinien.
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Abbildung 3.4: Einfluss von Pioglitazon auf das Zelliberleben der murinen Mammakarzinomzelllinien
410.4 (A) und 4T1 (B) im MTT-Assay nach 72h.

Auch nach 72 Stunden Stimulation kann man keine Toxizitatserscheinungen erkennen

(Abbildung 3.4).

3.1.4 Pioglitazontoxizitat auf die murinen Mammakarzinomzelllinien 410.4
und 4T1 im BrdU-Assay

Weiter wurde Uberprift, ob Pioglitazon in diesen Konzentrationen einen Einfluss auf
die Proliferation der murinen Mammakarzinomzelllinien 410.4 und 4T1 hat. Aufgrund
der hohen Proliferationsrate beider Zelllinien wurde auf einen 72 Stunden-Zeitpunkt

verzichtet. Nach 72 Stunden waren die Zellen entweder extrem dicht gewachsen und
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der Test war im Sattigungsbereich angekommen oder die initial ausgesate Zellzahl

war derart gering, dass die Zellen nicht mehr ausreichend anwuchsen.
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Abbildung 3.5: Einfluss von Pioglitazon auf das Zelliiberleben der murinen Mammakarzinomzelllinien
410.4 (A) und 4T1 (B) im BrdU-Assay nach 24h.

Auch im BrdU-Assay kann kein toxischer Effekt von Pioglitazon nachgewiesen werden.

Die verwendeten DMSO-Konzentrationen haben ebenfalls keinen erkennbaren Effekt

auf die Zelllinien (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Einfluss von DMSO auf das Zelliberleben der murinen Mammakarzinomzelllinien 410.4
(A) und 4T1 (B) im BrdU-Assay nach 24h.

3.2 Morphologie Pioglitazon-stimulierter MDMs

Primé&r war von Interesse, ob sich ein morphologischer Unterschied bei Makrophagen
nach Stimulation mit Pioglitazon im Vergleich zu unstimulierten und LPS-stimulierten
Kontrollen darstellen lasst. Dabei wurde neben Hellfeldmikroskopie auch das

Zytoskelett mittels Immunfluoreszenz das Zytoskelett mit Phalloidin gefarbt. Auf3erdem
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wurde E-Cadherin angefarbt, da dieses, laut Literatur, den Polarisationsphanotyp mit
charakterisiert. Eine erhOohte E-Cadherinexpression deutet auf einen alternativ

aktivierten, antiinflammatorischen Makrophagen hin (45).
3.2.1 Pioglitazon beeinflusst die Morphologie von MDMs nicht

Der Aktivierungszustand von Makrophagen, insbesondere klassisch aktivierte
Makrophagen, zeigen eine veranderte Morphologie. Dies erkennt man in Abbildung
3.7 in der oberen Reihe. Das Zellbild von mit LPS klassisch aktivierten Makrophagen
(rechtes Bild) ist deutlich unruhiger mit unscharfer begrenzten Zellrdndern und
kirzeren Auslaufern und dunklerem Zytoplasma als bei mit DMSO behandelten
Makrophagen (linkes Bild). Nach 24 Stunden Stimulation mit Pioglitazon veréndert sich
die Morphologie leicht (Abbildung 3.7 unter Reihe). Die Zellbegrenzungen werden mit
steigender Pioglitazonkonzentration etwas unruhiger. Der Zellkorper behélt aber seine

langgestreckte Form wie bei den mit DMSO behandelten Zellen.

DMSO LPS

0,1uM 0,5uM 1,0uM

Abbildung 3.7: MDMs nach 24h mit Pioglitazon, Abbildungen reprasentativ fir 3 unabhangige
Experimente. VergréRerung 100-fach, Grollenmalstab 100um.

Nach 72 Stunden ist die Zelldichte erwartungsgemal angestiegen. Die Zellen liegen
dichter beieinander und haben mehr Kontakt (Abbildung 3.8).
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DMSO LPS

0,5uM 1,0uM

Abbildung 3.8: MDMs nach 72h mit Pioglitazon. Abbildungen repréasentativ fir 3 unabhéngige
Experimente. VergroRerung 100-fach, Grollenmalstab 100pm.

Der morphologische Effekt der Stimulation mit LPS auf die MDMs lasst sich auch nach
72 Stunden Stimulation noch gut von den mit DMSO behandelten Zellen abgrenzen
(Abbildung 3.8 obere Reihe). Die mit Pioglitazon stimulierten MDMs haben nach 72
Stunden ihre Morphologie wieder der nur mit DMSO stimulierter Zellen angeglichen.
Der nach 24 Stunden vermutete Dosiseffekt durch Pioglitazon lasst sich hier ebenfalls

nicht nachvollziehen (Abbildung 3.8 untere Reihe).
3.2.2 Pioglitazon beeinflusst das Zytoskelett von MDMs nicht

Phalloidin bindet vor allem an filamentdses Aktin und eignet sich daher gut zur
Darstellung des Zytoskeletts. Durch Konjugation mit einem Fluorophor kann das
Zytoskelett fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden.

Das in Rot gefarbte Zytoskelett zeigt eine intensive Farbung in den Zellkdrpern. Die flr
Makrophagen typischen Auslaufer farben sich ebenfalls gut an (Abbildung 3.9).
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Phalloidin
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LPS
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Pio 0,5uM

Pio 1,0pM

Abbildung 3.9: Phalloidinfarbung Pioglitazon-stimulierter MDMs nach 24h. linke Spalte
Kerngegenfarbung mit DAPI in Blau; mittlere Spalte Phalloidinfarbung in Rot; rechte Spalte Bildfusion
aus Phalloidin und DAPI; VergroRerung 100x, GroRenmalstab 400um. Das dargestellte Experiment ist
reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente.

Vergleicht man die verschiedenen Ansétze untereinander, so zeigt sich kein
morphologischer Unterschied zwischen Pioglitazon-stimulierten MDMs und der
DMSO-Kontrolle. Auch die mit LPS stimulierten Makrophagen zeigen Kkeine
morphologische Veranderung in der Phalloidinfarbung nach 24 Stunden (Abbildung
3.9). Nach 72 Stunden zeigt sich eine deutlich erhéhte Zelldichte ohne dass die Zellen
Uberkonfluent erscheinen. Nach Stimulation mit LPS sind Aggregate aus mehreren
Zellen zu erkennen, die keine Trennung der Zellgrenzen mehr erkennen lassen. In
Verbindung mit der Kerngegenfarbung erscheinen diese fusioniert zu einem Synzitium.
(Abbildung 3.10, zweite Reihe). Interessanterweise kann dieses Ph&dnomen auch bei
der DMSO-Kontrolle beobachtet werden (Abbildung 3.10, erste Reihe). Dagegen sind
die Zellkorper der MDMs, die mit Pioglitazon behandelt wurden, weiterhin gut
voneinander abgrenzbar (Abbildung 3.10, Reihe 3 bis 5). Fusionierte Zellen kommen

nicht vor.



Ergebnisse 33

Phalloidin

DMSO

LPS
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Pio 0,5uM
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Abbildung 3.10: Phalloidinfarbung Pioglitazon-stimulierter MDMs nach 72h. Linke Spalte
Kerngegenfarbung mit DAPI in Blau; mittlere Spalte Phalloidinfarbung in Rot; rechte Spalte Bildfusion
aus DAPI und Phalloidin; VergroRerung 100x, GroRenmalstab 400um. Das dargestellte Experiment ist
reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente.

3.2.3 Pioglitazon beeinflusst die zellulare Verteilung von E-Cadherin in
MDMs nicht

Das Zell-Zell-Kontaktprotein E-Cadherin hat neben seinen zytoskelettalen
Eigenschaften auch Einfluss auf die Wnt-Signalkaskade. In Makrophagen ist es ein
Marker far alternativ aktivierte Makrophagen (45). Deshalb sollte mit
Immunfluoreszenz die Verteilung von E-Cadherin in MDMs untersucht werden. 410.4-
Zellen zeigen als epitheliale Zellen eine kraftige, membranstéandige Expression von E-
Cadherin (Abbildung 3.11, erste Reihe). Dagegen wird E-Cadherin in MDMs nur sehr
schwach exprimiert (Abbildung 3.11, mittlere Spalte). Da sich die 410.4 Zellen gut
anfarben liel3en, ist nicht von einem technischen Problem bei der Farbung

auszugehen. Bei Stimulation mit LPS ist E-Cadherin hauptsachlich im Zellkérper
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darstellbar, da sich die Zellen abrunden und die Zellauslaufer kleiner werden
(Abbildung 3.11 dritte Reihe). Bei Stimulation mit Pioglitazon ist E-Cadherin etwas
besser in den Zellauslaufern erkennbar. Dies konnte entweder fir eine vermehrte
Expression des Proteins sprechen oder lediglich zeigen, dass die Zellen ihre
langestreckte Morphologie behalten. Eine Umverteilung an die Membran, wie bei den
epithelialen 410.4, ist nicht zu erkennen (Abbildung 3.11). Ein Dosiseffekt von

Pioglitazon auf die E-Cadherinexpression ist nicht erkennbar nach 24 Stunden.

Abbildu

100pm.

DAPI E-Cadherin Merge
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ng 3.11: E-Cadherinimmunfluoreszenzmikroskopie nach 24h Stimulation mit Pioglitazon (Pio),
Positivkontrolle im obersten Panel mit 410.4-Zellen. Linke Spalte Kerngegenfarbung in Blau; mittlere
Spalte E-Cadherinfarbung in Gruin; rechte Spalte Bildfusion aus DAPI und E-Cadherin; Das gezeigte
Experiment ist reprasentativ fir 3 unabhéngige Wiederholungen. Vergrof3erung 400x, GrélRenmalstab
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Auch nach 72 Stunden ist nur eine sehr schwache E-Cadherin-Expression nach
Stimulation mit Pioglitazon mittels Immunfluoreszenz darstellbar. Es zeigt sich ein
identisches Bild zu Abbildung 3.11 mit deutlicherer Darstellung der Zellauslaufer bei
den mit Pioglitazon stimulierten MDMs. Es ist zu vermuten, dass die E-
Cadherinexpression in Pioglitazon stimulierten MDMs nicht ausreichend hoch ist, um

Unterschiede mittels Immunfluoreszenz darstellen zu kénnen.

DAPI E-Cadherin Merge

410.4 pos. ctrl

MDM DMSO

MDM LPS

MDM Pio 0,1pM

MDM Pio 0,5puM

MDM Pio 1,0uM

Abbildung 3.12: E-Cadherinimmunfluoreszenzmikroskopie nach 72h Stimulation mit Pioglitazon (Pio),
Positivkontrolle im obersten Panel mit 410.4-Zellen. Experiment reprasentativ fir 2 unabhangige
Wiederholungen. VergréRerung 400x, GroRenmalstab 100um.
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3.3 Western Blot Analysen von Pioglitazon stimulierten MDMs,
4T1-Zellen und 410.4-Zellen

Fir eine funktionale Untersuchung der Aktivitat des Wnt und PI3K-Signalweges unter

Stimulation mit Pioglitazon folgten Western Blot Analysen. [-Catenin verbindet

funktional Wnt-Signalweg mit E-Cadherin, so dass auch dieses gefarbt wurde (45).

3.3.1 Pioglitazon erhtht dosisabhangig die Expression von E-Cadherin in
MDMs

LPS unterdriickt, wie in der Literatur beschrieben, die E-Cadherinexpression (46). Bei
den mit Pioglitazon behandelten MDMs erkennt man bereits nach 24 Stunden eine
Zunahme der E-Cadherinexpression in MDMs (Abbildung 3.13 A). Nach 72 Stunden

ist der Effekt noch deutlicher ausgepragt (Abbildung 3.13 B).
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Abbildung 3.13:Western Blot Analyse der E-Cadherin Expression in MDMs, stimuliert mit DMSO, LPS
und Pioglitazon; A: 24h Stimulation; B: 72h Stimulation. Ladekontrolle mit HSP 90 zur Abschéatzung

Proteinmenge pro Gelspur. Blot reprasentativ flr 3 unabhangige Experimente.

3.3.2 Pioglitazon hat keinen Einfluss auf die E-Cadherin Expression in
den murinen Mammakarzinomzelllinien 410.4 und 4T1

Bei 410.4 Zellen kann man keine Zu- oder Abnahme der E-Cadherinmenge feststellen.
Auch LPS hat keinen Effekt auf die E-Cadherinexpression (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Western Blot Analyse der E-Cadherin Expression in der murinen

Mammakarzinomzelllinie 410.4 nach A: 24h und B: 72h Stimulation mit Pioglitazon; Ladekontrolle mit
B-Aktin.

In Abbildung 3.14 A kann man nach Stimulation mit 0,1uM Pioglitazon eine Zunahme
der E-Cadherinmege erkennen. Vergleicht man jedoch die Ladekontrolle mit den
anderen Geslpuren, so ist in dieser Spur mehr Protein aufgetragen worden, so dass
der Effekt kein biologischer, sondern ein technischer zu sein scheint. Entsprechend
kann man bei den hdheren Pioglitazonkonzentrationen auch keinen Effekt mehr

erkennen.

Bei der 4T1 Zelllinie hat LPS nach 24 Stunden eine Induktion von E-Cadherin bewirkt
(Abbildung 3.15 A). Nach 72 Stunden ist der Effekt bereits wieder abgeklungen
(Abbildung 3.15 B). Eine Behandlung mit Pioglitazon nimmt jedoch wie bei den 410.4-

Zellen keinen Einfluss auf die Expression von E-Cadherin.
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Abbildung 3.15: Western Blot Analyse der E-Cadherin Expression in der murinen
Mammakarzinomzelllinie 4T1 nach A: 24h und B: 72h Stimulation mit Pioglitazon; Ladekontrolle mit 3-

Aktin.

3.3.3 Pioglitazon fuihrt nicht zu einer Aktivierung von p-Catenin in MDMs

E-Cadherin ist Uber GSK3p mit dem Wnt Signalweg verbunden (47). Da TAMs Uber
den Wnt-Signalweg die Metastasierung begunstigen, wurde die Aktivitat des Wnt-
Signalweges in MDMs per Western Blot untersucht (20). Die oben gezeigte Steigerung
der E-Cadherinexpression konnte auf diese Weise in den Wnt-Signalweg eingreifen.
B-Catenin ist normalerweise an E-Cadherin gebunden. Nach Phosphorylierung wird

aktiviertes B-Catenin vor proteasomalem Abbau geschitzt und kann im Zellkern

Transkriptionsvorgange aktivieren (48).

1,0uM Pioglitazon
0,5uM Pioglitazon
1,0uM Pioglitazon

DMSO
0,5uM Pioglitazon

LPS
DMSO
LPS

Aktives p-Catenin S0 S s wees B-Catenin gesamt
B Aktin e s e | B Aktin

Abbildung 3.16: Western Blot Analyse der B-Catenin Expression in MDMs nach 24h Inkubation mit
Pioglitazon A: aktives g-Catenin und B: B-Catenin gesamt. Ladekontrolle mit 3-Aktin.

Es zeigt sich kein Unterschied in der Aktivierung des p-Catenins im Vergleich zur

DMSO-Kontrolle nach 24 Stunden Inkubation mit Pioglitazon (Abbildung 3.16).
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Lediglich die Gesamtmenge des Proteins scheint etwas zuzunehmen, was sich mit der
Zunahme der oben gezeigten E-Cadherinexpression erklaren lie3e (Abbildung 3.13).

A B

0,5uM Pioglitazon
MSO

1,0uM Pioglitazon
0,5uM Pioglitazon
1,0uM Pioglitazon

DMSO
LPS
LPS

(]

AKLives B-Catenin o e —— (L  — 3-Catenin gesamt
B Aktin et | e —— B Aktin

Abbildung 3.17: Western Blot Analyse der B-Catenin Expression in MDMs nach 72h Inkubation mit
Pioglitazon A: aktives p-Catenin und B: B-Catenin gesamt. Ladekontrolle mit B-Aktin

Auch nach 72 Stunden ist kein Effekt auf die Aktivierung von -Catenin zu erkennen
(Abbildung 3.17). Nach 72 Stunden scheint bei 0,5uM Pioglitazon die Menge an
gesamtem B-Catenin deutlich geringer als bei 1uM Pioglitazon zu sein (Abbildung 3.17
B). Die Ladekontrolle kommt hier aber auch etwas schwéacher zur Darstellung, so dass

die Gesamtmenge an aufgetragenem Protein etwas geringer ist.
3.3.4 Pioglitazon hat keinen aktivierenden Effekt auf Akt und GSK3f

Im néchsten Schritt wurde die Beteiligung des PI3K/Akt Signalweges in Bezug auf

Pioglitazon mittels Western Blot untersucht.
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Abbildung 3.18: Western Blot Analyse der Expression von Akt und GSK3p (A) nach 24h Stimulation mit
Pioglitazon in MDMs und des Phosphorylierungszustandes von Akt und GSK3p (B). Ladekontrolle mit

HSP 90

Wahrend LPS eine geringe Phosphorylierung von Akt und GSK3p zu verursachen mag
(Abbildung 3.18 B), hat Pioglitazon keinen aktivierenden Effekt. Die Expressionslevel

der Proteine sind nicht verandert.
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Abbildung 3.19: Western Blot Analyse der Expression von Akt und GSK3p (A) nach 72h Stimulation mit
Pioglitazon in MDMs und des Phosphorylierungszustandes von Akt und GSK3p (B) nach 72h
Pioglitazonstimulation in MDMs. Ladekontrolle mit HSP 90

Auch nach 72Stunden ist hier kein Effekt erkennbar. Der Effekt der LPS-Stimulation ist

hier ebenfalls nicht mehr nachweisbar.
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3.4 mRNA-Expressionsanalysen mit Pioglitazon stimulierten
MDMs

Neben der Regulation von Wnt, E-Cadherin und PI3K auf Proteinebene war auch die
Regulation des  Aktivierungszustandes der einzelnen Signalwege  auf
Transkriptionsebene von Interesse. Zum einen wurden Tnfa und lI1-B als Marker flr
akute Entzindung untersucht. Weiter wurden Wnt6, Axin2 und Dkk2 fir den Wnt-
Signalweg ausgewahlt. Aullerdem wurde die Transkription von PPARy und E-
Cadherin betrachtet, um die Effekte aus dem Western Blot von einer anderen Seite zu
beleuchten. Cd86 diente als Positivkontrolle, da es durch PPARYy induziert wird (49).

3.4.1 Tnfoa und II1-B werden in MDMs durch Pioglitazon nicht aktiviert

Zuerst wurde der Aktivierungszustand der Makrophagen mit qRT-PCR untersucht.
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Abbildung 3.20: mRNA-Expression von Tnfa und 111- in MDMs nach Pioglitazonstimulation fur 24h
(A) und 72h (B). Signifikanzanalyse mit Students t-Test * p<0,05; *** p<0,001
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Hierbei wurden zuerst die Akut-Phase Gene Tnfa und IlI1-f als Signaturgene flr
klassisch aktivierte Makrophagen betrachtet. Pioglitazon unterdriickt nach 24 Stunden
die Transkription von Tnfa, wie in Abbildung 3.20 A links dargestellt. LPS dagegen
reguliert erwartungsgeman die Tnfa Transkription nach oben. Auf 111-B hat Pioglitazon
keinen Effekt (Abbildung 3.20 A rechts). LPS zeigt auch hier einen stark aktivierenden
Effekt (Abbildung 3.20 A rechts). Nach 72 Stunden Inkubation ist kein signifikanter
Einfluss von Pioglitazon oder LPS auf die beiden Gene mehr darstellbar (Abbildung
3.20 B).

3.4.2 Pioglitazon beeinflusst den Wnt-Signalweg in MDMs nicht

Wahrend die Expression von Axin2 und Dkk2 nach 24 Stunden nach
Pioglitazonstimulation unverandert bleibt (Abbildung 3.21 A Mitte und rechts), kann
man einen Trend zur Herunterregulation von Wnt6 erkennen (Abbildung 3.21 A links),
der aber nicht signifikant ist (Abbildung 3.21 A).
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Abbildung 3.21: mRNA-Expression von Wnt6, Axin2 und Dkk2 in MDMs nach Pioglitazonstimulation fur
24h (A) und 72h (B). Signifikanzanalyse mit Students t-Test * p<0,05
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Nach 72 Stunden ist keinerlei Effekt der Pioglitazonstimulation auf Wnt6 und Dkk2
erkennbar. Axin2 wird dagegen signifikant und dosisabhangig herunterreguliert.
Zusammenfassend ergibt sich nach 72 Stunden kein nennenswerter Einfluss auf den
Wnt-Signalweg (Abbildung 3.21 B).

3.4.3 Pioglitazon stabilisiert E-Cadherin nach 24h in MDMs
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Abbildung 3.22: mRNA-Expression von E-Cadherin, PPARYy, Spil und CD-86 in MDMs nach
Pioglitazonstimulation fir 24h (A) und 72h (B). Signifikanzanalyse mit Students t-Test * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001

Die Expression von E-Cadherin auf mRNA Ebene wird durch Pioglitazon initial
stabilisiert und nach 72 Stunden herunterreguliert (Abbildung 3.22 A und B, linkes
Panel). LPS dagegen sorgt fur eine rasche und dauerhafte Herunterregulation des E-
Cadherin-Gens. PPARY selbst wird auf mMRNA-Ebene nicht reguliert durch Pioglitazon
(Abbildung 3.22 A und B zweites Panel). Das Mausanalog des Transkriptionsfaktors
PU-1 (Spil) wird weder durch Pioglitazon, noch durch LPS beeinflusst (Abbildung 3.22
A und B, drittes Panel). Cd86 als positiv durch PPARYy reguliertes Gen wird nach 24
Stunden induziert (Abbildung 3.22 A, rechtes Panel). Die Streuung der DMSO-
Kontrolle ist aber derart deutlich, dass kein Signifikanzniveau erreicht werden kann.
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Nach 72 Stunden ist der Effekt von Pioglitazon auf CD86 bereits nicht mehr erkennbar
(Abbildung 3.22 B, rechtes Panel).
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4 Diskussion

Die Behandlung des metastasierten TN Brustkrebses benétigt dringend innovative
molekulare therapeutische Ansatze um das Uberleben der Patientinnen deutlich zu
verbessern. Metronome Therapieansatze, die Uber eine Modulation der
Tumormikroumgebung, bestehend aus Stromazellen, Immuninfiltrat und
extrazellularer Matrix, wirken, kdnnten dem Tumor die Lebensgrundlage entziehen und
so dessen effektive Behandlung ermdglichen. In dieser Arbeit wurde der potentielle,
metronom biomodulatorische Therapieansatz mit Pioglitazon in seiner Wirkung auf
den murinen Knochenmarksmakrophagen als Modell fir TAMs vergleichend zu

Mammakarzinomzellen untersucht.

4.1 Klinische und préklinische Erfahrungen mit
Makrophagenrepolarisation und PPARYy-Stimulation

Es gibt bereits préklinische und klinische Erfahrungen mit Makro-
phagenrepolaristation und Stimulation von PPARy, die eine verbesserte
Tumorkontrolle zeigen konnten. Z.B. konnten Pollard et al. im Mausmodell zeigen,
dass die Repolarisation von TAM in Richtung eines klassisch aktivierten Makrophagen
die Tumorkontrolle signifikant im Mausmodell verbessert (33). Dabei wurde TMP 195,
ein unselektiver Klasse zwei Histondeacetylaseinhibitor (HDACI), in Kombination mit
einem PD1-Antagonisten verwendet. Diese Methode ist leider nicht ohne weiteres auf
den Menschen Ubertragbar, da es fur TMP 195 keine klinischen Daten gibt. Dies zeigt
aber anschaulich, wie die Modulation der Tumormikroumgebung im Speziellen des

Makrophagen das Therapieansprechen verbessern kann.

Eine andere Studie von Phillipe et al. zeigt, dass Pioglitazon erfolgreich bei
myeloischen Erkrankungen einsetzbar ist. Patienten mit chronisch myeloischer
Leukamie (CML), die unter alleiniger Therapie mit Imatinib keine molekulare
Remission erreicht hatten, konnten durch Hinzunahme von Pioglitazon eine
molekulare Remission erreichen (50). Dies veranschaulicht, dass Pioglitazon die
biologische Aktivitdt anderer Medikamente unterstiitzen kann und im myeloischen

Kompartiment wirksam ist.

Weitere Phase Il Studien fur nicht-myeloische Erkrankungen haben ergeben, dass die
begleitende Hinzunahme von Pioglitazon zu einer metronomen Chemotherapie ein

verbessertes Ansprechen der Erkrankung nach sich ziehen kann, ohne dass dabei
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direkt die Modulation des Makrophagen untersucht worden ware (11, 35, 51). Ob diese
positive, therapeutische Wirkung durch einen direkten Effekt auf die Tumorzelle
begriindet ist, oder ob es sich dabei um eine Modulation der Mikroumgebung handelt,
ist bisher nur rudimentar untersucht. Die positiven Ergebnisse aus einer Studie mit
einer myeloischen Neoplasie werfen die Frage auf, ob Pioglitazon Uber einen solchen
Repolarisationseffekt nicht auch den der myeloischen Reihe entstammenden TAM

entsprechend positiv beeinflussen kann.

4.2 PPARY ist mit dem Wnt-Signalweg verknipft

PPARy wird konstitutiv in Makrophagen exprimiert und ist biologisch aktiv und stellt
damit ein ,drugable target” fur die Induktion einer Repolarisation dar (18). Die
Verflechtung des Wnt-Signalweges mit PPARy konnte bereits bei der Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen in Osteoblasten und Adipocyten, der proliferativen
Aktivitdt von Gliomen und der invasiven Qualitdten in einem Prostatakrebsmodell
gezeigt werden (52-55). Pukrop et al. haben gezeigt, dass der Wnt-Signalweg von
entscheidender Bedeutung in TAMs ist (24, 56). Dies war einer der Griinde in dieser
Arbeit den Einfluss des PPARy Agonisten Pioglitazon im Hinblick auf die Aktivitat des
Wnt-Signalweges und die Expression des Wnt-targets E-Cadherin in MDMs zu
untersuchen. Der Wnt-Signalweg wurde unter anderem wegen seiner Rolle bei

Metastasierung, Tumorprogression und Inflammation ausgewahlt (23, 24, 57, 58).

4.3 Das ,Wnt-target” E-Cadherin spielt eine Rolle in
Differenzierung myeloischer Zellen

E-Cadherin ist ein wichtiges Molekul bei der Differenzierung antigenprasentierender
Zellen, zu welchen Makrophagen gezahlt werden koénnen. Beispielsweise wird in
Langerhanszellen durch TGFB E-Cadherin hochreguliert, wahrend TLR-Liganden,
TNF und Interleukin-1 B die Expression des Cdh1-Gens unterdriicken (59-61). Die
Expression von E-Cadherin ist bei diesem Zelltyp essentiell fir die Verankerung in der
Epidermis und den Erhalt eines undifferenzierten Pools an Langerhanszellen, da die
Bindung von E-Cadherin deren Reifung verhindert (62). Die inflammatorischen Stimuli
dagegen induzieren Abbau von E-Cadherin, Reifung der Langerhanszellen und deren

Abwanderung in die Lymphknoten.

Bei dendritischen Zellen fuhrt die Unterbrechung von E-Cadherin-Bindungen oder
Inhibition von GSK-3[3, einer essentiellen, nachgeschalteten Komponente des Wnt-
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Signalweges, zur partiellen Ausreifung zu Immuntoleranz induzierenden dendritischen
Zellen. B-Catenin ist dabei ein wichtiger Baustein im Signalweg fir diesen Effekt (63).
Diese B-Catenin getriebene Differenzierung kann entsprechend durch TGF@ wieder

unterbrochen werden (64).

Bei Makrophagen wird E-Cadherin unter Stimulation mit Interleukin 4, Interleukin 13
oder einer Kombination aus Interleukin-10 und TGFB hochreguliert. Bisher wurden
Polyamine und STAT-6 als verantwortliche Transkriptionsfaktoren fir dessen
Induktion identifiziert. E-Cadherin fihrt z.B. Uber Komplexbildung mit den
entsprechenden Cateninen zur Makrophagenfusion und Bildung von Osteoclasten (65,
66). Wird dagegen LPS oder Interferon y als Stimulans verwendet so wird E-Cadherin
herunterreguliert. Die dafur verantwortlichen Transkriptionsfaktoren sind jedoch nicht
abschlieBend identifiziert. In der Literatur werden STAT-1 und NFkB als

Transkriptionsfaktoren fur diese Rolle diskutiert (66-69).

Als zugrunde liegendes Muster zeichnet sich bei allen drei Zellreihen ab, dass eine
klassische Aktivierung wie sie bei akuter Entziindung auftritt, zu einer Repression von
E-Cadherin fihrt. Eine alternative Aktivierung induziert dagegen E-Cadherin. Wird die
Expression von E-Cadherin durch Pioglitazon beeinflusst, so legt dies nahe, dass sich
auch der Polaristationsphanotyp des Makrophagen andert.

Aufgrund der bekannten Beeinflussung des Makrophagen, z.B. beim
Aderhautmelanom durch PPARYy (70, 71) und vor dem Hintergrund, dass keiner der
oben genannten Signalwege unilateral reguliert wird, war die Frage, ob PPARy Wnt
und PI3K beeinflusst und eine Repolarisation verursacht. Dazu wurde Pioglitazon als
PPARy Agonist ausgewahlt. Die Substanz ist bereits als Medikament zur Behandlung
des Diabetes mellitus Typ Il zugelassen und hat damit ihre Biovertraglichkeit bereits
unter Beweis gestellt. Pioglitazon wurde aul3erdem beim cholangiozelluléaren
Karzinom, dem metastasierten malignen Melanom und dem Protstatakarzinom
erfolgreich therapeutisch eingesetzt (35, 36, 51). Der Mechanismus der Wirkung ist
bisher jedoch nicht genauer beleuchtet worden. Ziel dieser Arbeit war es zu erforschen
ob Pioglitazon MDMs uber eine vermehrte Expression von E-Cadherin zur Anderung
ihres Polarisationsphénotyps bewegen kann. Ebenso sollte die Rolle der mit E-
Cadherin verkntpften Signalwege, die eine wichtige Rolle beim Tumorwachstum

spielen, untersucht werden.
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4.4 Pioglitazon wirkt ab 5uM toxisch auf MDMs

In einem ersten Schritt wurde untersucht, in welchem Konzentrationsbereich Pio-
glitazon von Makrophagen vertragen wird. Dazu wurden MDMs mit steigenden
Pioglitazonkonzentrationen behandelt und die Zellviabilitat mittels MTT gemessen.
Dabei konnte keine relevante Toxizitat festgestellt werden. Der MTT misst indirekt die
Aktivitdat mitochondrialer Reduktasen, und Pioglitazon nimmt als Antidiabetikum
gro3en Einfluss auf den mitochondrialen Metabolismus (72, 73). Dies konnte die
Ergebnisse mal3geblich beeinflusst haben. Deshalb wurden die Toxizitatsmessungen
mittels BrdU-Assay wiederholt, um die MTT-Ergebnisse zu verifizieren. Der BrdU-
Assay misst Uber den Einbau von Bromodesoxyuracil in DNA die Proliferationsaktivitét
von Zellen als Mal3 fur deren Vitalitdt. Dabei zeigte sich ein deutlicher Einfluss von
Pioglitazon auf die Proliferation bereits ab einer Konzentration von ca. 5uM. Hieraus
kann geschlossen werden, dass der MTT nicht optimal zur Toxizitdtsbestimmung von
Pioglitazon  bei  Makrophagen  geeignet ist. Deshalb  wurden die
Konzentrationsbereiche fur die folgenden Experimente anhand der Daten aus dem
BrdU-Assay gewahlt. Weiter muss angemerkt werden, dass vor allem bei
Makrophagen eine ausgepragte DMSO-Toxizitat zu verzeichnen war. In der Folge
wurden entsprechende DMSO Kontrollansatze zur Kompensation fir den DMSO-
Effekt mitgefuhrt.

4.5 Pioglitazon hat keinen wachstumshemmenden Effekt auf
die Zelllinien 4T1 und 410.4

Papi et al. haben gezeigt, dass Pioglitazon auch das Wachstum von
Mammakarzinommikrospharen direkt inhibieren kann (74). Dies war der Grund dafur
die  murinen Mammakarzinomzelllinien 4T1 und 4104 im gleichen
Konzentrationsbereich wie die MDMs mit Pioglitazon zu stimulieren. Hierbei konnte
jedoch kein Effekt auf Proliferation oder metabolische Aktivitat festgestellt werden.
Hierzu ist anzumerken, dass der untersuchte Konzentrationsbereich wesentlich
geringer war als bei Papi et al. In der Literatur ist eine Serumkonzentration nach oraler
Einnahme von Pioglitazon von ca. 1uM beschrieben (44). Die 10-20uM aus den
Untersuchungen von Papi et al. entsprechen damit wahrscheinlich nicht den in vivo
erreichbaren Konzentrationen. Damit ist vorerst bei den Zelllinien 4T1 und 410.4 als
Modell fir TN-Brustkrebs kein direkter tumorizider Mechanismus von Pioglitazon zu

vermuten. Einschrankend muss hier erwdhnt werden, dass die in dieser Arbeit
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gewonnenen Daten in vitro an Mauszelllinien gewonnen wurden und ein Rickschluss
auf die Situation in vivo im Mausmodell wie beim Menschen nur sehr zurtickhaltend

gezogen werden darf.

4.6 Pioglitazon fuhrt nicht zu einer Aktivierung des Wnt-
Signalweges in MDMs

Der Wnt-Signalweg spielt bei TAMs eine wichtige Rolle. Pukrop et al. konnten zeigen,
dass Wnt aus Makrophagen die Invasion von Tumorzellen in vitro beginstigt. Die
Daten hier zeigen, dass Pioglitazon, im Gegensatz zu LPS Wnt6 nicht induziert,
sondern tendenziell eher reprimiert (Abbildung 3.21). Auch die beiden Inhibitoren des
Whnt-Signalweges Axin2 und Dkk2 werden nach 24 Stunden nicht induziert. Axin2 wird
sogar nach 72 Stunden unterdrickt (Abbildung 3.21). Zusammenfassend nimmt
Pioglitazon weder aktivierenden noch reprimierenden Einfluss auf den Wnt-Signalweg.

4.7 Pioglitazon hat keinen Effekt auf den PI3K Signalweg in
MDMs

Zudem wurde der PI3K-Signalweg untersucht, da dieser ebenfalls von Wnt mit
beeinflusst wird und im TAM eine entscheidende Rolle spielt (75). Dabei zeigte sich
kein Einfluss einer Pioglitazonstimulation auf die Expression und Phosphorylierung
von Akt und GSK3B in MDMs (Abbildung 3.16, Abbildung 3.17). Dies steht im
Widerspruch zur Literatur. Dort wird eine hemmende Wirkung von PPARy auf den
PI3K/Akt Signalweg beschrieben (76). Dies kdnnte unterschiedlichen experimentellen
Bedingungen geschuldet sein. Sowohl PPARYy als auch der PI3K-Signalweg werden
aufgrund ihrer Beteiligung an grundlegenden Zellfunktionen, wie Proliferation und
Energiehaushalt, durch andere Signalnetzwerke mit beeinflusst. Weitere Experimente
mussen diese Verknlupfungen ausarbeiten, bevor eine abschlieRende Bewertung zum

Einfluss von PPARYy auf den PI3K-Signalweg getroffen werden kann.

4.8 Pioglitazon stimuliert die Expression von E-Cadherin in

MDMs
Ein weiteres Protein, das mit Wnt und PI3K verknipft ist, ist das Zelladh&sionsmprotein
E-Cadherin. Seine Expression in Makrophagen wird Ublicherweise mit einem
antiinflammatorischen Phé&notyp in Verbindung gebracht (45). Interessanterweise
steigert Pioglitazon die Expression E-Cadherinexpression in MDMs nach Behandlung
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mit Pioglitazon. Nach 72 Stunden war die Expression am Hochsten. Auf mMRNA-Ebene
bewirkt Pioglitazon zuerst eine Stabilisation der E-Cadherin Expression nach 24
Stunden. Nach 72 Stunden wird E-Cadherin auf mMRNA-Ebene herunterreguliert. Eine
maogliche Erklarung hierfir kdnnte sein, dass zu diesem Zeitpunkt Pioglitazon schon
vollstdndig metabolisiert wurde und es schon wieder zu einer Gegenregulation als
Folge einer Umpolarisierung der MDMs gekommen war. Dies wird durch die
Ergebnisse der gRT-PCR auf CD 86 gestiitzt. Dessen Expressionssteigerung durch
Pioglitazon scheint bereits nach 24 Stunden wieder abzuklingen. Eine Steigerung der
E-Cadherinexpression legt die Vermutung nahe, das -Catenin als Bindungspartner
und intrazellulares Signalprotein mitreguliert wird. Die Western Blot-Analysen zeigten
erwartungsgemal eine Vermehrung des B-Catenin-Pools. Der vermehrte Nachweis
von aktiviertem 3-Catenin gelang jedoch nicht. Dies ist interessant, da E-Cadherin Uber
beta-Catenin Einfluss auf PI3K/Akt und den Wnt-Signalweg nehmen kann (45). Uber
PPARy kann damit laut dieser Arbeit eine von Wnt und PI3K/Akt unabh&angige

Expression von E-Cadherin in MDM stimuliert werden.

Fiur die Funktionalitat wirft dies einige Fragen auf. Die erhohte Expression von E-
Cadherin in Makrophagen deutet auf einen antiinflammatorischen Phanotyp hin (45).
Eine erhdohte E-Cadherin Expression wird auf3erdem bei der Bildung von Granulomen
beschrieben (77). Obwohl von einem antiinflammatorischen Phanotyp eine eher
tumorprotektive Wirkung durch Erzeugung von Immuntoleranz zu erwarten ist (33, 45),
konnte die Stabilisierung der Grenzflache zwischen Tumor und umgebendem Stroma
durch eine Art ,epitheliale Barriere“ die Invasion von Tumorzellen in das umliegende
Gewebe deutlich erschweren. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass
durch Sekretion von Proteasen durch inflammatorische Makrophagen Metastasierung
beginstigt wird (32). In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass, obwohl
Pioglitazon die Expression von Tnfa inhibiert, das proinflammatorische Interleukin 13
nicht supprimiert wird. Damit unterscheidet sich der Pioglitazon-induzierte Phé&notyp

vom klassisch antiiflammatorischen Phanotyp.

Wenn Pioglitazon zur vermehrten Expression von Zell-Zellkontaktmolekulen in
Makrophagen fihrt, war zusatzlich die Frage, ob dies auch bei den
Mammakarzinomzelllinien 4T1 und 4104 der Fall ist. In den getesteten

Konzentrationen war jedoch kein Effekt messbar. Dies unterstitzt die Vermutung, dass
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Pioglitazon in pharmakologisch erreichbaren Konzentrationen einen starkeren Einfluss
auf die Tumormikroumgebung, als auf die Tumorzelle direkt haben kdnnte.

In  dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Pioglitazon bei  murinen
Knochenmarksmakrophagen E-Cadherinexpression erhoht, ohne dabei den Wnt-
Signalweg oder das PI3K/Akt-Netzwerk zu berihren. Der entstandene Phénotyp ist
damit nicht direkt vergleichbar mit einem protumorigenen TAM. Aul3erdem ergaben
sich Hinweise, dass Pioglitazon in pharmakologisch erreichbaren Konzentrationen
keinen direkten Effekt auf Modellzellen eines TN-Brustkrebses hat. Damit ist ein
therapeutischer Effekt am ehesten tber eine Modulation der Tumormikroumgebung zu
erwarten. Kritisch ist jedoch anzumerken, dass viele Ergebnisse nur knapp signifikant
waren. Eine Erklarung dafur kdnnte sein, dass die Metabolisierung von Pioglitazon in
MDMs sehr schnell ist und die einmalige Stimulation am Beginn des Experiments nicht
ausreichend war. Darauf deuten vor allem die Daten aus den gRT-PCR-Experimenten
hin. Eventuell kénnte man mit wiederholten Stimulationen die Unterschiede besser

herausarbeiten.

Aus therapeutischer Sicht bedeutet dies, dass Pioglitazon als Monosubstanz
wahrscheinlich keine vielversprechende Therapie darstellt. Die zusatzliche
Verwendung innerhalb eines metronomen Therapieschemas mit kontinuierlicher Gabe
konnte jedoch die Therapie entscheidend verbessern, z.B. indem Metastasierung
wirksam behindert wird. Gleichzeitig sind die hier gezeigten Ergebnisse in vitro
gewonnen worden. Die Machbarkeit und Wirksamkeit einer solchen Therapie missen

in weiteren Untersuchungen tberprift werden.
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5 Zusammenfassung

Die Behandlung metastasierter Brustkrebserkrankungen stellt bis heute eine groRRe
therapeutische Herausforderung dar und die Uberlebenszeiten sind, insbesondere
beim triple negativen Brustkrebs, weiterhin kurz. Zur Erkrankung z&hlt aber nicht nur
der Tumor selbst, sondern auch ein Netzwerk an Stromazellen und extrazellularer
Matrix. So genannte Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) nehmen dabei
wesentlichen Einfluss auf die Kontrolle und Metastasierung der Erkrankung. TAMs
zeigen in der Regel einen immunsupprimierenden und protumorigenen Phanotyp.
Uber die Sekretion von Proteasen schwachen sie die Barriere der Basalmembran und
beglnstigen Metastasierung von Tumorzellen. AuRerdem koénnen sie durch die
Sekretion von Wnt die Invasivitat der Tumorzellen verbessern. Daneben zeichnen sie
sich aber auch durch eine hohe morphologische und metabolische Plastizitat aus, was
sie zu einem interessanten therapeutischen Ziel macht. PPARy wird in Makrophagen
exprimiert und es existiert mit dem Thiazolidiendienon Pioglitazon ein PPARy—Agonist,
der bereits als Medikament zugelassen ist. Pioglitazon wurde schon bei einigen
Krebserkrankungen wie dem Prostatakarzinom, dem Aderhautmelanom und der

Chronisch myeloischen Leukamie erfolgreich eingesetzt.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Pioglitazon auf den Phanotyp muriner
Knochenmarksmakrophagen (MDM) als Modell fur TAM untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass Pioglitazon eine Wnt und PI3K unabhangige Steigerung der E-
Cadherin-Expression induziert. Inflammatorische Proteine wie TNFa und IL-1pB werden
durch Pioglitazon tendenziell unterdriickt. Die Expression von E-Cadherin ist bei
Makrophagen ein Merkmal antiinflammatorischer, alternativ aktivierter Makrophagen.
Diese werden in der Literatur mit der Férderung von Tumorwachstum in Verbindung
gebracht. Auf der anderen Seite ist E-Cadherin Voraussetzung fir die Induktion von
Granulomen und den Aufbau einer pseudoepithelialen Barriere, die eine
Tumorprogression verhindern kann. Der Phénotyp eines Pioglitazon stimulierten MDM
liegt dabei naher am antiinflammatorischen Typus als am inflammatorischen Typus.
Der positive, therapeutische Nutzen kénnte damit im Aufbau einer pseudoepithelialen
Barriere in Verbindung mit einer verbliebenen tumoriziden Entziindungsaktivitat liegen.
Hier sind weiterfihrende Untersuchungen in vitro und in vivo notwendig um diese

Fragen zu klaren.
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