AUS DER ABTEILUNG FUR
PLASTISCHE, HAND- UND WIEDERHERSTELLUNGSCHIRURGIE
PROF. DR. DR. LUKAS PRANTL
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Der Einfluss des PI3-Kinase-Inhibitors Buparlisib auf den PI3-Kinase-Akt-mTOR-

Signalweg bei der Multiplen Symmetrischen Lipomatose

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der
Fakultit fur Medizin

der Universitdt Regensburg

vorgelegt von

Lisa Schreiner

2025






AUS DER ABTEILUNG FUR
PLASTISCHE, HAND- UND WIEDERHERSTELLUNGSCHIRURGIE
PROF. DR. DR. LUKAS PRANTL
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Einfluss des PI3-Kinase-Inhibitors Buparlisib auf den PI3-Kinase-Akt-mTOR-

Signalweg bei der Multiplen Symmetrischen Lipomatose

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der
Fakultit fur Medizin

der Universitdt Regensburg

vorgelegt von

Lisa Schreiner

2025



Dekan: Prof. Dr. Dirk Hellwig

1. Berichterstatter: Prof. Dr. Dr. Lukas Prantl

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Stephan Schreml

Tag der miindlichen Priifung: 06. August 2025



Inhaltsverzeichnis

1.

BaNLCItUNG. ..o e 6
1.1. Multiple Symmetrische Lipomatose.........c.oouiviiiiiiiiiiiiii i, 6
1.2, Stammzellen. . ... e 11
1.3. Fettgewebe als Quelle mesenchymaler Stammzellen............cccc.ooovveeeiainnnn..L 14
B S 1707 oY 17
1.5. Beiges Fett@ewebe. ....o.vii i 20
B ST 0103 0 1 1 N 22
1.7. PI3-Kinase-Akt-mTOR-S1gNalWeg..........ccoeuveeririririiieiie e eeieeaeenne 2. 20
1.8, BUPaArliSib. ... e 30
YA T ES 74111 VS 31
Material und MethOden...........couiiuiiiiiiiiii e 32
3.1. Isolierung von adipogenen Stammzellen aus humanem Fettgewebe............ccccceuenneee. 32
3.2. Zellkultivierung und Passagieren. ..........cccueeiuieiiieiiieiiieiie ettt 33
3.3. Kryokonservierung von Stammzellen...........cceerverviierieeiieenieeiienieeieesee e eeeee e 34
3.4. Vitalitétstests mit RESAZUIIN.......cccceiuiiiiiiiiiieieeieeeee e 35
3.5. Adipogene DIifferenZiertung............cooueiiiiiiiiiieiie ettt 36
3.6. Oil Red-Farbung und QUantifiZierung..........cocueveeiueeiiinienieiinieneeieeeeseesee e 36
3.7, RNA-ISOIEIUNG. .....eviieiiieeeiie ettt ettt e e st e e saaeessaaeenseeensaeeennseens 38
3.8. Reverse TranSKIiption ..........occeeeiiiiiiiieeiiie ettt saee e e e siaeeennee e 39
3.9. Polymerasekettenreaktion. .........ccueeuiiiiieiiieiiieiieee et 40
3.10. PrOteINISOIIEIUINE. ..c.veeutieititieieeiterteete ettt ettt ettt sttt be et s sae e eaees 44
3.11. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese.............occuveeriiieniieiiiieiiie e 46
3120 WS BIOt .. e 48
ETZEDIMISSE ..ottt ettt ettt ettt et e et e b e et e et e nbeeenee 51
4.1. Vitalititstests mit RESAZUIIN .......occuiiiiiiiiiiiiiiiceeee e 51
4.2. Adipogene DifferenZierung.........ccccviiiiiieeiiieeiiie ettt e e eeeeseee e e eeveeeenaeeeeree s 57
4.3. Polymerasekettenreaktion ...........cccuieeiiieeiiieeiieeeiee e eeiee e e e e e e e s naeeeneees 63
4.3.1. APOPLOSEMATKET ...cueviiiiiiiiieiieiie ettt et 63
4.3.1.1. Proapoptotisch wirksame Gene............cccceevuieriieiiiiniieniiciiee e 63
4.3.1.2. Antiapoptotisch wirksame Gene............cccveeevureeeiiieeeniieeiee e 65

4.3.2. PI3-Kinase-Akt. mMTOR-SignalWeg ........cccccevvieeiiieniiieeieeeie e 66



10.

4321 PIBKRI Lot 66

4322 PIK3CA ettt 71
4323 PTEN ..ottt ettt ettt ettt ene et et e neeseenes 76

O TR 3 N G L ST U SRR 78

4.3 2.5 MTOR .o ettt 83
4.3.2.0. RPSOKBI ..ottt sttt e 88
4327 EIFAEBPT ..ottt 91

4.4, WesStern BlOt.....c.oo it 96
4.1 PIKBCA ettt ettt et sttt ettt 96
442, RPSOK ...ttt ettt 98
443 P-RPSOK ...ttt sttt et 101
DISKUSSION. ...ttt ettt ettt et e et e b e e s e e beesabe e bt e enbeebeesnbeenseeenne 104

5.1. Multiple Symmetrische Lipomatose als hyperproliferative Erkrankung adipogener
StAMMZEILEN. ... e 104

5.2. Buparlisib fiihrt zur signifikanten Reduktion von Zellproliferation und Adipogenese

bei ASCs aus betroffenem Gewebe...........coeviiiiiiiiiiiiiiieeee e 106

5.3. Bei der Multiplen Symmetrischen Lipomatose kommt es zur autonomen Induktion des
PI3-Akt-mTOR-Signalwegs auf Ebene adipogener Stammzellen.............cc.ccccenee.e. 108

5.4. Bei ASCs aus lipomatdsem Gewebe besteht eine PI3-Kinase-induzierte Dysregulation
OT APOPLOSE. ..ttt ettt ettt ettt et et e et e st e et e s et e et esabeenbeesaeeenbeenneeen 116

5.5. Durch Buparlisib kommt es bei ASCs aus betroffenem Gewebe zu einer p53-
abhéngigen ApoptoseiNAUKLION. ........ccevviiiiiiiieiiieeiieeee e 118
ZUSAMMENTASSUING. .....eueieeiiieiieeieeeiie et estte et e et e ebeesteeebeesateenbeesaseenseessseenseesnseenseesnseenses 120
FAZIL. .ot ettt e b et et e eateas 123
Tabellen- und Abbildungsverzeichnis............cooouieiieniieiiieiee e 124
8.1 AbbildungsverZeIChNIS. ........ccccuiieiiieeiieeieece e e 124
8.2 TabellenverZeiChnis .........occueiiiiiiiiiiiiieeee et 128
LIteraturVerZEICHNIS ........eiiuiiiiieiiii ettt ettt ettt et enes 129
Material VErZEICHNIS. .. .eoueieiiiiiieieee ettt ettt 145
10.1 VerbrauchsSmaterial ...........ccoiuiiiiiiiiiiiiiiee e 145
10.1.1 Einwegmaterialien.........cc.eeeeuiieeiiiieeiiieeeiieeeiteesiee e e etaeeeae s e e snveeeseveeeneees 145
10.1.2 ChemiKalien........coiiiuiiieiiiiieieeteeeesee ettt 146
LO.1.3 KISttt ettt sttt sttt st 148
O B N 11210 ) 1< SRS 148



10,2, GEIALE.cevvee ettt ettt e e e e e e e e ettt eeaeeseeeeetaaarreeseeee et aaarrareeaeerana 148

11, AbKUIZUNGSVEIZEICANIS. ....cuiiiiiieiieciieciieciie ettt ettt et stae b ssaeebeenneeens 150
| R\ 1<) g 1 1S DRSSPSR 150
L 25 1111153 (1<) TSRS 150
11,3, INSEIEULIONEN ...ttt ettt ettt ae b e sae e 151
11,4, FachDEGIife.....ccueeiiieiiieiiecie ettt et 151

12, DANKSAZUNG.....ccccuvieeeiieeeiieeeiieeeiee et eetteeetteeetteeesteeesssaeessseeessseeessseeessseesssseessseessseeens 157

13, Lebenslauf.........oooiiiieeie e e et e e e e enee s 158

L4, ErKIAIUNG. ....oiiiieiieieeceee ettt ettt et e st e e et e ssbeeseeenbeenseesnneenseas 160



1. Einleitung

1.1. Multiple Symmetrische Lipomatose

Die Multiple Symmetrische Lipomatose (MSL) ist eine Fettverteilungsstérung unbekannter
Atiologie, die durch das disproportionale Wachstum lipomatdsen Gewebes im subkutanen
Fettgewebe charakterisiert ist. Erstmals wurde die Lipomatose 1846 von Sir Benjamin Brodie
beschrieben (3). 1888 berichtete Madelung in einer ersten Fallserie mit 33 Patienten iiber eine
symmetrische submentale Fettansammlung, die seitdem als ,,Madelung’scher Fetthals*
bezeichnet wird (4, 5). Die Charakterisierung der Erkrankung erfolgte 1898 durch Launois und
Bensaude, die die MSL als symmetrische Adenolipomatose bezeichneten (6). Die MSL wird
daher auch als Morbus Madelung, Launois-Bensaude-Syndrom oder Benigne Symmetrische
Lipomatose bezeichnet (1, 5).

Die bekannteste Einteilung der MSL geht auf Donhauser et al. zuriick, der anhand der
Lokalisation des lipomatdsen Gewebes zwischen vier Phanotypen unterscheidet (8). Typ 1
zeichnet sich durch Fettgewebsansammlungen im Hals- bzw. Nackenbereich (Madelung scher
Fetthals, Stiernacken, horse collar lipoma), dem oberen Riicken, dem Schultergiirtel und den
Oberarmen aus. Typ 2 besitzt ein pseudoathletisches Erscheinungsbild durch Wucherungen im
Bereich des Schultergiirtels, der Deltoidregion, der Oberarme und des Thorax. Der gynédkoide
Typ (Typ 3) weist Lipome an den Oberschenkeln und der medialen Seite des Knies auf. Typ 4
besitzt Ansammlungen des lipomatdosen Gewebes im abdominellen Bereich. Das
Erscheinungsbild betroffener Frauen ldsst sich meist jedoch keinem der oben genannten
Phénotypen zuordnen. Durch die diffuse Verteilung der Lipomatose im Bereich des subkutanen
Fettgewebes entsteht bei Frauen haufig der Eindruck einer gewohnlichen Fettleibigkeit (9). Da
sich bei der Untersuchung einer Patientenkohorte an der hiesigen Fakultdt mehr als 50 % der
Patienten keinem klassischen Phénotyp zuteilen lieB3, hat diese Arbeitsgruppe anhand der
Konstellation der betroffenen Kdrperareale der Patienten eine neue Einteilung entwickelt. Die
neue Klassifikation unterscheidet zwischen drei verschiedenen Hauptgruppen. Bei dem Typ 1
befindet sich die Fettverteilungsstorung im Bereich des Oberkdrpers, bei dem Typ II hingegen
im Bereich des Unterkorpers. Bei der Typ III-Lipomatose zeigt sich ein generalisierter Befall
des gesamten Korpers, wobei die Areale des Kopfes, sowie der Unterarme und Unterschenkel
ausgespart bleiben. Die Klasse I kann durch ihr variables Erscheinungsbild wiederum in drei
weitere Subtypen unterteilt werden. Der Typ la zeichnet sich durch Fettgewebsansammlungen

am Hals bzw. Nacken aus. Bei dem Typ Ib sind zusétzlich der Schultergiirtel und die Oberarme



betroffen. Finden sich die Fettgewebsansammlungen sowohl in der Schulter-Nacken-Region,

als auch im abdominellen Bereich, handelt es sich um eine Typ Ic-Lipomatose. Im Gegensatz

zu élteren Klassifikationen wird in der neuen Einteilung ein kombinierter Befall des Halses mit

dem abdominellen Bereich (Typ Ic) sowie ein ganzheitlicher Befall des Korpers (Typ III)

berticksichtigt, was eine flichendeckendere Klassifikation der MSL erméglicht (2).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Phdnotypen
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Abbildung 2. Patient mit einer Typ la-MSL (neue Klassifikation). (Schiltz et al., 2018)



Abbildung 4: A und B: Patient mit einer Typ Ic-MSL (neue Klassifikation). (Schiltz et al., 2018)

Abbildung 5. Patient mit einer Typ II-MSL (neue Klassifikation). (Schiltz et al., 2018)



Abbildung 6: Patient mit einer Typ III-MSL (neue Klassifikation). (Schiltz et al., 2018)

Die Priavalenz der MSL wird in der Literatur mit 1:25.000 angegeben (10). Allerdings muss
von einem deutlich hoheren Auftreten der Erkrankung ausgegangen werden, da viele Fille
unerkannt bleiben. Bisher wurde das Auftreten der MSL vor allem bei Ménnern aus dem
mediterranen Raum zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr bei einer Manner-Frauen-Ratio von
15:1 bis 30:1 beschrieben (11, 12). In der oben genannten Patientenkohorte zeigte sich jedoch
ein gegenteiliges Bild, bei dem Frauen um das 2,5-Fache haufiger betroffen waren als Manner
(2). Die Diagnose der MSL wird anhand des klinischen Erscheinungsbildes und der Anamnese
gestellt (2). Das Wachstum des lipomatdsen Gewebes ereignet sich hierbei unabhingig von
einer generellen Korperfett- bzw. Gewichtszunahme und zeigt sich gegeniiber einer
konservativen Therapie, wie einer Diét, resistent (2). Die MSL lésst sich von echten Lipomen
durch ihr symmetrisches Auftreten abgrenzen. AuBlerdem infiltriert das lipomatdse Gewebe das
umliegende Fettgewebe und besitzt keine Kapsel. Eine maligne Entartung wurde nur in
Einzelfdllen beschrieben (13). Durch die diffuse Verteilung der Lipomatose Typ II im Bereich
der Oberschenkel ist eine Differenzierung von einem Lipddem oft schwierig. Im Gegensatz zu
der MSL sind die Bereiche der Hiifte und des GesdBles bei einem Lipddem nicht betroffen,
sodass dies als Unterscheidungskriterium herangezogen werden kann (2).

Die durchschnittliche ZellgroBe des lipomatosen Gewebes ist deutlich kleiner als die des
subkutanen Fettgewebes, was auf ein hyperplastisches (durch vermehrte Zellteilung bedingtes)
Wachstum des lipomatdsen Gewebes hindeutet (14). Schmerzen werden durch die Lipomatose
an sich nicht hervorgerufen. Aufgrund des expansiven Wachstums des lipomatdsen Gewebes

konnen Kompressionserscheinungen im Tracheal-, Laryngeal- oder Mediastinalbereich
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auftreten, die zu Schluckbeschwerden, Sprachstérungen, Dyspnoe oder Schlafapnoe bis hin
zum plotzlichen Herztod flihren konnen (15-17). Daher wird die Bezeichnung der Benignen
Symmetrischen Lipomatose heute weitestgehend abgelehnt (18). Der derzeitige Goldstandard
zur Behandlung der MSL besteht in der operativen Resektion mittels Liposuktion bzw.
Lipektomie (19). Da jede Operation ein gewisses Risiko mit sich bringt, ist eine zukiinftige
medikamentOse Therapie anzustreben.

Haufig findet sich bei MSL eine Assoziation zu metabolischen Storungen, wie Diabetes
mellitus, Hyperinsulindmie, Hyperlipoproteindmie, Leberfunktionsstérungen, Hyperurikémie,
renaler tubuldrer Azidose sowie Neuro- und Myopathien (11, 20-23). Der Einfluss von Alkohol
auf die Entstehung der MSL wird kontrovers diskutiert. Moglicherweise stellt ein moderater
bis liberméBiger Alkoholkonsum einen Triggerfaktor bei der Entstehung der Lipomatose dar
(2, 18, 19). Eine genetische Pridisposition im Sinne einer autosomal-dominant vererbten
Erkrankung ist durch ein vereinzeltes, familidr gehduftes Auftreten der MSL ebenso denkbar
(24). Die genaue Krankheitsursache ist bis heute jedoch unbekannt. Es wird derzeit kontrovers
diskutiert, ob die Lipomatose aus dem beigen oder braunen Fettgewebe hervorgeht. Einerseits
befindet sich die MSL an Stellen, die fiir das Vorkommen von braunem Fettgewebe bei
Erwachsenen charakteristisch sind (25-27). Andererseits exprimieren die Zellen aus
betroffenem Gewebe charakteristische Zellmarker fiir das beige Fettgewebe (28). Eine
Entkopplung der B3-adrenergen Stimulation von der Fettsdureoxidation im Rahmen der
zitterfreien Thermogenese konnte als weiterer Erkldrungsansatz fiir die gesteigerte
Akkumulation von Triglyceriden in den Zellen dienen (29, 30). Die Hypothese dieser
Arbeitsgruppe besteht in der Annahme, dass die urspriingliche Mutation auf Ebene adipogener
Vorléduferzellen zu finden ist, wodurch diese eine aberrante Differenzierung und Proliferation
durchlaufen (28).

In Vorversuchen dieser Arbeitsgruppe wurden adipogene Vorlduferzellen von MSL-Patienten
mittels Reverse-Phase-Protein-Array beziiglich ihrer Proteinexpression untersucht und mit
adipogenen Vorlduferzellen aus unbetroffenem Fettgewebe verglichen. Hierbei konnte
festgestellt werden, dass vermehrt Enzyme entlang des Phopsphoinositid-3-Kinase(PI3-
Kinase)-Akt-mammalian target of rapamycin (mTOR)-Signalwegs, welcher an der Regulation
von Adipogenese, Zellproliferation, und Zellzyklus beteiligt ist (31, 32), unterschiedlich
reguliert sind. Dabei konnte eine Regulation von Insulin-like growth factor (IGF), P13-Kinase
(PI3K) und der Proteinkinase B (syn. Akt) festgestellt werden (33). Weiterfiihrende Studien
zeigten eine unterschiedliche, teils gegenldufige Genexpression von mTOR und dessen

Downstream-Substraten Ribosomaler Protein S6-Kinase (RPS6-Kinase) und 4E-binding
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protein I (4E-BP1) zwischen Zellen aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nach Zugabe
von Rapamycin, einem selektiven mTOR-Inhibitor (33). Dies legt nahe, dass die verdnderte
Regulation des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs einen Einfluss auf die Entstehung der
Multiplen Symmetrischen Lipomatose hat. AuBBerdem wurde phosphatase and tensin homolog
(PTEN) mit der Pathogenese der Erkrankung in Verbindung gebracht. PTEN ist iiber die
Inhibition der PI3-Kinase an der normalen Adipozytenaktivitdt brauner Fettzellen beteiligt (34).
PTEN-Knockout-Méuse besitzen eine Fettgewebsverteilungsstorung mit Stiernacken-artigem
Erscheinungsbild bei signifikant erhohter Korperfettmasse. Zudem zeigt isoliertes Fettgewebe
von PTEN-Knockout-Méusen identische histologische Merkmale zu isolierten MSL-
Adipozyten (35). Um die Rolle des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs bei der Entstehung der
MSL zu evaluieren und weitere Erkenntnisse iiber die Pathogenese der Lipomatose zu
gewinnen, sollen in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen des PI3K-Inhibitors Buparlisib

auf humane adipogene Stammzellen von MSL-Patienten untersucht werden.

1.2. Stammzellen

Stammzellen sind Zellen, die die Fahigkeit der Selbsterneuerung besitzen und sich in
verschiedene funktionale Zelltypen oder Gewebsarten differenzieren konnen (36).
Selbsterneuerung bedeutet, dass nach einer mitotischen Teilung mindestens eine der beiden
entstandenen Tochterzellen dieselben Eigenschaften besitzt wie die Ausgangszelle. Bei der
symmetrischen Teilung entstehen zwei klonale Replikate der Mutterzelle. Bei der
asymmetrischen Teilung entwickelt sich neben einer Tochterzelle mit Stammzellcharakter eine
mehr oder weniger differenzierte Progenitorzelle (Vorlduferzelle) (36—41). Ob und auf welche
Weise sich eine Stammzelle teilt, hdngt von den Signalen ihres umgebenen Mikromilieus ab
(42-45). Die sogenannte Stammzellnische stellt ein spezialisiertes Kompartiment dar, das das
Teilungs- und Differenzierungsverhalten der Stammzellen iiber extrinsische und intrinsische
Komponenten reguliert (36). Eine Polarisation durch angrenzende Supportzellen veranlasst die
Stammzellen zur asymmetrischen Zellteilung und somit zur Ausdifferenzierung in
spezialisierte Gewebe (43, 46, 47). Der Bestand der Stammzellen wird wiederum iiber die
Sekretion 16slicher Faktoren reguliert, die von der Stammzellnische ausgehen (45, 48-51).
Nahm man frilher an, dass alle Stammzellen das gleiche Regenerations- und
Differenzierungspotential besitzen, konnten neuere Forschungen zeigen, dass es sich um einen

heterogenen Pool aus aktiven und ruhenden Stammzellen handelt (52—-54).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der symmetrischen und asymmetrischen Zellteilung zur
Selbsterneuerung bzw. Differenzierung von Stammzellen (eigene Darstellung in Anlehnung an
https://en.wikipedia.org/wiki/Stem_cell, aufgerufen am 10.05.2022)

Das Differenzierungspotential einzelner Stammzellen ist je nach Art der Stammzelle mehr oder
weniger determiniert (55). Stammzellen werden nach threm ontogenetischen Alter und dem
entsprechenden Differenzierungspotential unterschieden. Totipotente Stammzellen sind Zellen,
die zur Bildung eines gesamten Organismus sowie des extraembryonalen Gewebes zur
Entwicklung des Fetus in der Lage sind. Dieses Potential wird der Zygote und den frithen
embryonalen Blastomeren zugerechnet (56, 57). Mit der Blastulation (Entwicklung der
Blastozyste aus der Morula) differenzieren sich die frithen embryonalen Zellen in die ersten
zwei spezialisierten Zelllinien und verlieren ihre Totipotenz. Die dullere Schicht der Blastozyste
wird aus Trophoblasten gebildet, aus denen sich das extraembryonale Gewebe entwickelt. Dazu
gehoren die Eihdute und der extraembryonale Teil der Plazenta, welcher den Fetus mit
Sauerstoff und den lebenswichtigen Néhrstoffen versorgt. Die innere Zellmasse (ICM) besteht
aus pluripotenten Zellen, die den embryonalen Teil der Plazenta bilden und als
Embryonalanlage dienen (56—59). Pluripotente Zellen sind in der Lage, sich in Zellen aller drei
Keimblitter, Entoderm, Mesoderm und Ektoderm, zu differenzieren (56, 60). Aus dem

Entoderm entwickeln sich unter anderem die Epithelien des Verdauungstraktes, aus dem
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Mesoderm gehen Knochen, Muskeln, Bindegewebe, Blut- und Lymphgefid3e sowie die Nieren
hervor und aus dem Ektoderm entstehen die Haut, das Nervensystem und die Sinnesorgane.
Pluripotente embryonale Stammzellen (ES-Zellen) konnen sich also in jegliche Gewebsarten
des Fetus oder adulten Organismus differenzieren, sind aber nicht fahig, die
Extraembryonalanlage zu bilden bzw. sich zu einem kompletten Organismus zu entwickeln
(56). Im Jahre 1981 gelang es Martin, sowie Evans und Kaufmann erstmals, embryonale
Stammzellen aus der ICM der Maus zu isolieren und diese in vitro zu kultivieren (61, 62). 1988
wurden die ersten ES-Zellen aus humanen, in-vitro-fertilisierten Embryonen gewonnen (63).
ES-Zellen behalten ihr unbegrenztes Entwicklungspotential auch in vitro bei (61). Trotz der
sich daraus ergebenden, vielseitigen therapeutischen Moglichkeiten stellt die Isolation der ES-
Zellen eine ethische Kontroverse dar, da sie mit der Spaltung der Blastozyste und somit der
Toétung des Embryos einhergeht (64).

Die embryonalen Stammzellen sind von den somatischen Stammzellen abzugrenzen, die
sowohl aus dem fetalen, als auch aus dem adulten Organismus gewonnen werden konnen -
daher auch als adulte Stammzellen bezeichnet - und nach der Gastrulation (Ausbildung der drei
Keimblitter) entstehen (65-67). Folglich wird zwischen entodermalen, mesenchymalen und
ektodermalen somatischen Stammzellen unterschieden. Nach dem heutigen Stand der
Forschung scheinen somatische Stammzellen in fast allen adulten Organen nachweisbar zu sein
(64). Sie wurden nach der urspriinglichen Definition als multipotent angesehen (68, 69).
Multipotente Stammzellen konnen sich nur zu den verschiedenen Gewebsarten ihres
urspriinglichen Keimblattes entwickeln, differenzieren sich aber nicht in Zellarten der anderen
Keimblitter (42). In der jiingeren Forschung wird allerdings iiber eine Transdifferenzierung
adulter Stammzellen in vitro und in vivo iiber die Keimblattgrenzen hinaus berichtet.
Mesenchymale Stammzellen zeigen eine ungeahnte Plastizitdt abhdngig vom umgebenen
Gewebe, sodass ihnen heute ein Keimblattgrenzen-iiberschreitendes Differenzierungspotential
zugeschrieben wird (70-79).

Mit der fortschreitenden Organogenese entstehen weitere spezialisierte Stammzellen, die sich
in wenige verschiedene (oligopotent) oder in eine (unipotent) Zellart eines Gewebetyps
differenzieren konnen (80, 81). Die Potenz der Zellen, sich in verschiedene Gewebe zu
entwickeln, nimmt mit fortschreitender Ausdifferenzierung ab (56). Lange Zeit wurde
angenommen, dass es sich dabei um einen irreversiblen Prozess handelt. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass sich somatische Zellen der Maus durch die Induktion der richtigen Signale
in sog. induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) umprogrammieren lassen und ein

gewisses Differenzierungspotential wiedererlangen. Gleiches konnte spéter fiir humane Zellen
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gezeigt werden (82, 83). Die Reprogrammierung der Zellen kann durch verschiedene
Mechanismen induziert werden, die diese zur Expression bestimmter ,,stammzellkritischer*
Transkriptionsfaktoren veranlassen. In den ersten Versuchen zu den iPS-Zellen wurden die
OSKM-Faktoren Oct4, Sox2, KIf4 und c-Myc als stammzellkritische Transkriptionsfaktoren
identifiziert, deren Kombination zur Ausbildung eines pluripotenten Stammzellcharakters
beizutragen scheint (84-87). Je nachdem, aus welchem Gewebe die urspriingliche Zelle
abstammt, wurden Abwandlungen der OSKM-Faktoren beschrieben (82, 88), jedoch ist es
Gegenstand der heutigen Forschung die genauen Prozesse der Stammzelldifferenzierung und

Reprogrammierung zu beleuchten.
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Abbildung 8: Das Differenzierungspotential von  Stammzellen in den verschiedenen
Entwicklungsstadien. Mit fortschreitender Entwicklung verlieren die Stammzellen an Potenz (Felthaus,
2014, verdndert nach Mitalipov und Wolf, 2009)

1.3. Fettgewebe als Quelle mesenchymaler Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind eine heterogene Gruppe mesodermaler
Progenitorzellen, die die Fihigkeit besitzen, sich in Zellen mesodermalen Ursprungs, wie
Osteozyten, Chondrozyten, Myozyten, Adipozyten und Fibroblasten, zu differenzieren, aber
auch tiber ihre Keimblattgrenzen hinaus in Zellen ektodermalen und entodermalen Ursprungs,
beispielsweise in epitheliale und neuronale Zellen (89-91). MSCs bleiben bis ins adulte
Lebensalter erhalten und tragen zur Regeneration und Homoostase der Gewebe bei (92). Thr
Name geht auf die Entwicklung des embryonalen Bindegewebes, dem sog. Mesenchym,
zuriick, welches den Ursprung des spiteren Stiitz- und Bindegewebes des adulten Organismus

darstellt (93). Erstmals wurden MSCs von Friedenstein et al. aus dem Knochenmark isoliert
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(94). Mesenchymale Knochenmarksstammzellen (BM-MSCs) stellen die heute am meisten
untersuchte Stammzellpopulation dar (95, 96). Diese sind abzugrenzen von den
hamatopoetischen Stammzellen, die sich in alle Zellen des Blutes differenzieren konnen und
somit den Ausgangspunkt der Hdmatopoese darstellen (97). BM-MSCs besitzen hingegen
keinerlei hdmatopoetische Funktion. Seit der Entdeckung der BM-MSCs wurde von einer
Vielzahl von MSC-Untergruppen berichtet, die vergleichbare Merkmale zu den Zellen aus dem
Knochenmark zeigen. Diese wurden auch an anderen Lokalisationen, wie dem Fettgewebe,
dem Nabelschnurblut, der Plazenta, dem Periost, dem Gelenkknorpel, der Skelettmuskulatur,
der Leber oder Milz, dem Thymus u.a., nachgewiesen (92, 98-100). Je nach Art des
urspriinglichen Gewebes unterscheiden sich die Zellen im Phénotyp, der Morphologie und der
Proliferationskapazitét, gleichen sich aber in ihrem Potential, sich in mesodermale Zelllinien
zu differenzieren, sodass von einer gemeinsamen Ontogenese ausgegangen wird (92, 99). Um
die heterogene Stammzellpopulation der MSCs besser definieren zu konnen, hat die
International Society for Cell and Gene Therapy (ISCT) im Jahr 2006 drei Minimalkriterien
definiert, die sich von den Zelleigenschaften in vitro ableiten: die Plastikadhdrenz der Zellen
unter Standard-Zellkulturbedingungen, ihr Differenzierungspotential in Knochen-, Knorpel-
und Fettgewebe sowie die Expression der Oberflichenmarker CD73, CD90 und CD105 bei
tiber 95 % der Zellen bzw. die fehlende Expression von CD34, CD45, CD14 oder CD11b,
CD79a oder CD19 und HLA-DR bei mehr als 95 % der Zellen in Kultur (101). Jedoch ist zu
beriicksichtigen, dass sich die Expression von Oberflichenmarkern bzw. die Féhigkeit zur
Plastikadhédrenz der Zellen mit der Anzahl der Zellpassagen d@ndern kann (102, 103). So konnte
die Expression von CD34 bei MSCs aus adipogenem Gewebe zumindest in den frithen
Passagen nachgewiesen werden (102, 104). Daher wird das Heranziehen des
Oberflachenmarkers CD34 fiir die Identifikation und Charakterisierung von MSCs mittlerweile
kontrovers diskutiert.

Da das Fettgewebe eine leicht verfiigbare Quelle fiir MSCs darstellt, ist es in den Fokus der
Stammzellforschung geriickt. Die Entdeckung adipogener Stammzellen (ASCs) geht auf Zuk
et al. zuriick, der im Jahre 2001 erstmals eine Zellpopulation selbsterneuernder, Fibroblasten-
dhnlicher Progenitorzellen aus humanem Fettgewebe anhand ihrer Plastikadhédrenz isolierte,
welche er als prozessiertes Lipoaspirat (PLA) bezeichnete. Dariiber hinaus konnte diese
Arbeitsgruppe die Expression von fibroblastenspezifischen, monoklonalen Antikérpern ASO2
bzw. Vimentin mittels Inmunofluoreszenz und Durchflusszytometrie nachweisen, was auf eine
mesenchymale Abstammung der PLA-Zellen hindeutete. Da sich die Zellen unter den richtigen

Kulturbedingungen in adipogenes, chondrogenes, myogenes und osteogenes Gewebe

15



differenzieren lieBen, erhoben Zuk et al. bereits im Jahr 2001 die Hypothese, dass es sich bei
den PLA-Zellen um MSC-éhnliche Zellen handeln kénne (105). Ein Jahr spiter wurden die
PLA-Zellen anhand ihrer Oberflichenmarker untersucht, um den Stammzellcharakter der
Zellen zu belegen. Dabei ist hervorzuheben, dass die Oberflichenmarker nach damaligen
Kenntnisstand ausgewidhlt wurden und sich teilweise von den heutigen ISCT-Kriterien
unterscheiden. Analog zu den BM-MSCs konnte bei den PLA-Zellen die Expression von CD29,
CD44, CD71, CD90, CD105/SH2 und SH3 nachgewiesen werden, wohingegen CD31, CD34
und CD45 von beiden Zellarten nicht exprimiert werden. Die Expression von CD73 wurde nicht
evaluiert. Weiterhin sind die Zellen des PLA positiv fiir CD13 und negativ fiir CD14, CD16,
CD56, CD62e und CD104. Folglich konnte ein dhnliches Oberfldchenprofil die PLA-Zellen zu
den BM-MSCs nachgewiesen werden. Lediglich bei zwei untersuchten Oberflachenmarkern
zeigte sich ein unterschiedliches Expressionsmuster bei den Zellarten. Wihrend PLA-Zellen
CD49d positiv und CDI106 negativ sind, lieB sich fir BM-MSCs ein gegenteiliges
Expressionsmuster nachweisen (106). Bei CD106 handelt es sich um einen Oberflachenmarker,
der von den Stromazellen des Knochenmarks exprimiert wird und an der Regulation der
Blutbildung beteiligt ist (107). Das Fehlen von CD106 auf den ADSCs steht im Einklang damit,
dass den Fettstammzellen keine Aufgaben zukommen, die mit der Hdmatopoese und deren
Nische assoziiert sind. Im Rahmen der zeitgleichen Entwicklung verschiedener
Forschungsfelder wurden zahlreiche Bezeichnungen fiir die Beschreibung adipogener
Stammzellen verwendet: adipose derived adult stem cells (ADAS), adipose-derived stromal
cells (ADSCs), adipose mesenchymal stem cells (AdMSC), preadipocyte, processed lipoaspirat
(PLA) u.v.m.. 2013 wurde deshalb von der International Fat Applied Technology Society
(IFATS) der Terminus der adipose-derived stem cells (ASCs) fiir plastikadhérente,
mesenchymale Fettstammzellen etabliert (108).

Weiterhin muss zwischen den ASCs und der sog. stromalen vaskuldren Fraktion (SVF)
unterschieden werden. Bei der Isolation von Stammzellen aus dem Fettgewebe werden initial
nicht nur die ASCs gewonnen, sondern ein heterogenes Zellgemisch aus zirkulierenden
Blutzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Perizyten sowie ASCs und
Praadipozyten (108, 109). Nach einer gewissen Inkubationszeit exprimieren die ASCs im
Gegensatz zu den restlichen Zellen der SVF Oberflichenmarker, die Plastikadhédrenz vermitteln
(102, 103). Daher konnen die ASCs durch ein mehrmaliges Abspiilen der Kulturschale von den
nicht adhédrenten Zellen der SVF separiert werden (95, 110). Alternativ kann eine
Immunophénotypisierung der ASCs durch Durchflusszytometrie oder eine Charakterisierung

anhand von Immunfluoreszenz erfolgen (108, 111).
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Seit ihrer Entdeckung wird den ASCs ein grofles Potential in der regenerativen Medizin
zugesprochen. Zum einen bietet die Liposuktion gegeniiber der Knochenmarkspunktion eine
minimalinvasive Alternative zur Gewinnung von MSCs mit geringerer Morbiditit. Zum
anderen lassen sich Stammzellen aus dem Fettgewebe in einer 10-100fach héheren Frequenz
pro Volumeneinheit isolieren als BM-MSCs (95, 102). Verglichen mit den Zellen aus dem
Knochenmark besitzen die ASCs ein dhnlich breites Differenzierungspotential. Ging man zu
Beginn davon aus, dass sich ASCs nur in adipogene, chondrogene, osteogene und myogene
Zellen differenzieren, kann durch Zugabe zelllinienspezifischer Induktionsfaktoren eine
Transdifferenzierung der ASCs in vitro in ekto- und entodermale Zellen, wie Neurone (112),
Schwann-Zellen (113, 114), Kardiomyozyten (115), Endothelzellen (116), hamatopoetische
Supportzellen (117), Hepatozyten (118) und Pankreas-Inselzellen (119) herbeigefiihrt werden.
Des Weiteren konnen ASCs effizienter in iPS-Zellen umprogrammiert werden als andere
Zellarten  (120). Als immunprivilegierte Zellen, die weder Molekiile des
Haupthistokompatibilitdtskomplex der Klasse II (MHC-II) noch costimulatorische
Oberflichenmolekiile exprimieren, sind die ASCs vom Korper nicht als fremd zu erkennen und
16sen im Zuge einer Transplantation nur eine geringe AbstoBungsreaktion des Immunsystems
aus. Somit sind die ASCs neben einer autologen Transplantation fiir eine allogene
Transplantation bei einem immunkompetenten Empfinger geeignet (121, 122). Durch die
Sekretion immunmodulatorischer, antiapoptotischer, angiogener und himatopoetischer
Faktoren wirken sich die ASCs ebenfalls positiv auf Wundheilung des Gewebes aus (120, 123—
125). All diese Vorteile verdeutlichen das gro3e Potential der ASCs in der regenativen Medizin

und machen sie auch in Zukunft zu einem interessanten Forschungsgebiet der Wissenschatft.

1.4. Fettgewebe

Bei Fettgewebe handelt es sich um ein metabolisch aktives Gewebe aus Adipozyten, dessen
grundsitzliche Aufgabe darin besteht, die Gewebshomoostase durch die Speicherung und
Bereitstellung von Energie aufrecht zu erhalten (126). Abhédngig von den zugefiihrten
Néhrstoffen, neuronalen und hormonellen Signalen sezerniert das Fettgewebe verschiedene
Signalmolekiile, die das Hungergefiihl, neuroendokrine Funktionen, die Thermogenese und die
Immunabwehr regulieren (127).

Adipozyten stellen das Endstadium der adipogenen Differenzierung der ASCs dar. Diese
werden zum Erhalt der Zellzahl bei ausgeglichener Energiebilanz bzw. zur

Fettgewebsexpansion bei erhohter Energiezufuhr zur Differenzierung angeregt (128). Die
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Differenzierungskapazitit von ASCs im Fettgewebe unterscheidet sich je nach Alter,
Geschlecht und Erndhrungszustand sowie der Lokalisation des Gewebes im Korper (129). Die
adipogene Differenzierung verlduft in zwei Schritten. Zunichst differenzieren sich die ASC
entlang der adipogenen Zelllinie in unipotente Prdadipozyten, was als Commitment, also als
Festlegung auf eine Zelllinie, bezeichnet wird. Danach entwickeln sich die Praadipozyten im
Rahmen der sog. terminalen Differenzierung zu reifen Fettzellen (120). Es konnten einige
Signalmolekiile identifiziert werden, die die Differenzierung der ASCs entlang der adipogenen
Zelllinie vermitteln. Zu ihnen gehoren unter anderem Wnt, transforming growth factor 3
(TGF}3), bone morphogenic proteins (BMPs), IGF1, Interleukin 17 (IL-17), fibroblast growth
factor 1 bzw. 2 (FGF1/ FGF2) und Activin (130, 131). Der genaue Mechanismus fiir das
Zustandekommen des Commitments ist bislang nicht genau geklart. Bei der terminalen
Differenzierung kommt es zu einer Reihe von Transkriptionsprozessen, die unter anderem
durch die Transkriptionsfaktoren peroxisome proliferator-activated-rezeptor y (PPARy) und
members of CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) vermittelt werden (130, 132). PPARy
nimmt dabei eine besondere Rolle ein, da alle Signalwege, die die Adipogenese (Bildung neuer
Fettzellen) vermitteln, schlieBlich in PPARy miinden. Dieser steigert darauthin die Expression
adipogener Gene, wie Leptin, Adiponectin, adipocyte fatty acid binding protein 2 (aP2) und
Glukosetransporter Typ 4 (GLUT4) (132).

Wnt, TGFR, PPARYy. aP2,
BMPs, IGF1, IL- Adiponectin,
17. FGF1. FGF2, Leptin, GLUT4,
Activin C/EBPu
‘ | Commitment > | Terminale Differenzierung

‘ Pluripotente ASC ‘ | Unipotenter Praadipozyt | Reifer Adipozyt

Abbildung 9: Adipogene Differenzierung und regulierende Faktoren (eigene Darstellung in Anlehnung
an Ong et al., 2013)

Klassischerweise wird zwischen weiflem und braunem Fettgewebe differenziert, die sich in
ihrer Funktion, metabolischen Aktivitdt und Lokalisation unterscheiden (133, 134). Weilles
Fettgewebe (WAT, white adipose tissue) macht den Hauptanteil des adipogenen Gewebes im
Korper aus und wird traditioneller Weise als Fettgewebe per se bezeichnet (135). Es besteht

aus unilokuldren Adipozyten, die eine grofle Lipidvakuole, einen exzentrisch gelegenen
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Zellkern und wenige, kleine Mitochondrien besitzen. Sie zeichnen sich durch die Expression
adipogener Markergene, wie Adiponectin, Resistin, Lipoproteinlipase (LPL) und Glycerin-3-
Phopshphat-Dehydrogenase (G3PHD), aus (127, 134, 136-139). WAT dient in erster Linie
dazu, Energie in Form von Triglyceriden zu speichern, um diese bei einer negativen
Energiebilanz erneut bereitstellen zu konnen (126). Die groBBten Speicherdepots befinden sich
je nach Erndhrungszustand im subkutanen Gewebe des Gesédlles, der Oberschenkel und der
Hiiften. Subkutanes Fettgewebe (sWAT) dient durch seine schlechte Leitfahigkeit auBerdem
als Isolierschicht des Korpers. Viszerales Fettgewebe (VWAT) bietet den intraabdominellen
Organen einen mechanischen Schutz (136).

Braunes Fettgewebe (BAT, brown adipose tissue) hat nicht die Speicherung von Triglyceriden
als Hauptaufgabe, sondern besitzt eine thermoregulatorische Funktion. Urspriinglich nahm man
an, dass BAT ausschlieflich in der Neugeborenenperiode vorkommt und der zitterfreien
Wiérmeproduktion dient (140, 141). Mehrere unabhingige Arbeiten konnten BAT jedoch auch
im adulten Organismus nachweisen, sodass heute davon ausgegangen wird, dass BAT ebenfalls
im Erwachsenenalter existiert — allerdings in weit geringerem Mafle als in der
Neugeborenenperiode (26, 27, 142). Auch wenn das BAT nur einen geringen Teil des
Fettgewebes des Korpers ausmacht, findet es sich an zahlreichen Lokalisationen des Korpers,
insbesondere im subkutanen Fettgewebe der inneren Nackenmuskeln und supraclaviculdrer
Areale. In der Bauchhohle und im Hals-/Brustbereich befindet sich das BAT in unmittelbarer
Néhe grofler Gefdlle und der Hohlorgane (26,27, 136, 143). Somit kann eine direkte Regulation
der Korperkerntemperatur auf die Organe und den Blutkreislauf vorgenommen werden, wenn
kalteres Blut von der Korperoberfliche rezirkuliert (144). Die Adipozyten des BAT besitzen
im Gegensatz zu den Adipozyten des WAT ein multilokulédres Erscheinungsbild mit zentralem
Nucleus und mehreren kleinen Fettvakuolen im Zytoplasma (139). Charakteristisch ist ihre
Braunfirbung, die auf den hohen Gehalt an Mitochondrien und dem darin enthaltenen,
eisenhaltigen Cytochrom zuriickzufiihren ist (145). AuBlerdem ist das BAT reich vaskularisiert
und besitzt eine eigene sympathische Innervation, die die Lipolyse zur zitterfreien
Wairmeproduktion bei Aktivierung des Thermoregulationszentrums einleitet (146). Stimuliert
wird die Lipolyse durch den intrazelluldren Spiegel von cyclischem Adenosinmonophosphat
(cAMP). Dieser wird unter anderem durch das autonome Nervensystem reguliert. Die Bindung
von Katecholaminen an die 33-Adrenorezeptoren im BAT fiihrt dabei zur Aktivierung der G-
Protein gekoppelten Adenylatcyclase (AC), die die Bildung von cAMP aus
Adenosintriphosphat (ATP) katalysiert. Ein erhohter cAMP-Spiegel aktiviert wiederum die
Proteinkinase A (PKA), welche lipolytische Enzyme, wie die hormonsensitive Lipase (HSL),
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die Adipozyten-Triglyzeridlipase (ATGL) und die Monoacylglycerin-Lipase (MGL) durch
Phosphorylierung aktiviert. Die freien Fettsduren werden anschlieend in die Mitochondrien
transportiert und abgebaut (147-150). Damit die Energie der Fettsdureoxidation zur
Thermogenese genutzt werden kann, wird die ATP-Synthese im BAT durch das uncoupling
protein-1 (UCP-1) von der oxidativen Phosphorylierung der Atmungskette entkoppelt. Dabei
werden die Protonen der Atmungskette von UCP-1, einem Protonenkanal an der inneren
Mitochondrienmembran, zuriick in die Mitochondrienmatrix geleitet. Der aufgebaute
Protonengradient wird zerstort und die Energie als Wéarme freigesetzt (151-153). UCP-1 wird
von BAT exprimiert und gilt als ein spezifischer Marker fiir die zitterfreie Thermogenese in
Zellen (154). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass ein Kalorieniiberschuss zur
Stimulation der Thermogenese im BAT fiihrt, was zur Erhaltung des Korpergewichts beitrégt.
Dieser Prozess wird als Didt-induzierte Thermogenese bezeichnet (155). UCP-1-

Knockoutmiuse waren wesentlich hiaufiger von Ubergewicht betroffen (156).

1.5. Beiges Fettgewebe

Vor einigen Jahren wurde von Adipozyten innerhalb des WAT berichtet, die ein intermediéres,
pauciloculdres Erscheinungsbild mit Charakteristika von beiden Fettgewebsarten aufweisen.
Neben einer groBen =zentralen Fettvakuole besitzen diese Zellen mehrere, kleine
Lipideinlagerungen, einen peripher gelegenen Zellkern sowie zahlreiche Mitochondrien, die
teilweise denen des braunen, teilweise denen des weilen Fettgewebes dhneln. Im Vergleich zu
Adipozyten des BAT besitzen diese Adipozyten jedoch eine geringe basale Expressionsrate von
UCP-1 (139, 157-159). Durch genetische Analysen konnte spéter gezeigt werden, dass diese
Zellen nicht, wie zuerst angenommen, dem BAT zugeordnet werden kdnnen, sondern dass von
der Existenz einer dritten Fettgewebsart ausgegangen werden muss, welche als beige oder brite
(brown-in-white) bezeichnet wird (160). Wéhrend die Zellen des ,klassischen® braunen
Fettgewebes von einer myf-5-positiven muskelzelldhnlichen Zelllinie abstammen (161), konnte
myf-5 bei den Adipozyten des beigen Fettgewebes nicht nachgewiesen werden. Folglich
durchlaufen die Adipozyten des beigen Fettgewebes eine anderen Differenzierungsweg als die
Adipozyten des BAT (161-163). Zum jetzigen Forschungsstand werden zwei unterschiedliche
Differenzierungswege fiir die Entstehung beiger Fettzellen postuliert. Zum einen konnte eine
gemeinsame Platelet-derived growth factor a(PDGFRa)-positive Progenitorzelle der beigen
Adipozyten und der Adipozyten des WAT in vivo identifiziert werden (164). Zum anderen

wurde eine bidirektionale Transdifferenzierung der Adipozyten des WAT in beige Fettzellen
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unter der Stimulation mit B3-adrenergen bzw. PPARy-Agonisten oder Kilte nachgewiesen
(136, 139, 165, 166), was als Browning bezeichnet wird. Die Induktion des Brownings wird
zum GroBteil durch die Trankriptionsfaktoren PPARy und PPARy-Koaktivator 1a (PCG-1a)
reguliert, welche die Expression von Genen, die an der mitochondrialen Biosynthese, dem
oxidativen Metabolismus und der zitterfreien Thermogenese beteiligt sind, stimulieren (167—
169). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass PR domain containing 16 (PRDM16) die
Determinierung auf einen braunen Fettgewebstyp von Pridadipozyten durch direkte Bindung
verschiedener Transkriptionsfaktoren, u.a. PCGla, bewirkt (170). Diese Prozesse fiihren zum
Wechsel des univakuoliren WAT-Phanotyps zu einem BAT-dhnlichen Phénotyp iiber eine
pauciloculdre Zwischenstufe, sowie einer Induktion der UCP-1-Expression der Zellen.
Interessanterweise lisst sich die UCP-1-Expression beiger Fettzellen durch die Stimulation von
cAMP auf das absolute mRNA-Level von klassischem BAT anheben (139, 159).

An der Induktion des Brownings sind viele Transkriptionsfaktoren beteiligt, die mit der
Entstehung der Adipozyten des klassischen BAT assoziiert sind (167). Die Expression von
FGF21 (171) und die Ausschiittung natriuretischer Peptide (172) scheinen auf das Browning
sowie auf die Differenzierung brauner Adipozyten gleichermallen Einfluss zu nehmen. Irisin,
ein neu entdecktes Adipokin, wirkt hingegen ausschlieBlich auf die Transdifferenzierung von
WAT in beige Adipozyten. Es konnte gezeigt werden, dass Irisin bei vermehrtem korperlichem
Training von der Muskulatur ausgeschiittet wird und ein Browning von sWAT induziert,
wohingegen das klassische BAT durch die Irisinausschiittung weitestgehend unbeeinflusst
blieb. Dieser Einfluss ist auf die Stimulation von PPARa. zuriickzufiihren, welche die UCP-1-
Expression ebenfalls induzieren kann (173, 174). AuBlerdem scheint die Cyclooxygenase-2-
vermittelte Generierung von Prostaglandin E2 im selektiven Zusammenhang mit dem
Browning zu stehen (175). Von einem ubiquitdren Transdifferenzierungspotential der
Fettzellen kann im Allgemeinen jedoch nicht ausgegangen werden, da ein Whitening von
Adipozyten des BAT zum vermehrten Zelltod und einer Gewebsinflammation fiihrt (176).
Zwar kann die Expression von UCP-1 und PRDM16 in WAT als Kennzeichen fiir das
Vorhandensein von beigen Fettzellen herangezogen werden (177, 178), jedoch handelt es sich
hierbei um keine selektiven Zellmarker beiger Adipozyten. Als spezifische Zellmarker beiger
Fettzellen wurden CD137, TMEM26, TBX1, HoxC9 und Cited1 identifiziert. Im Gegensatz zu
den Adipozyten des BAT sind die Adipozyten des beigen Fettgewebes nicht in der Lage, Zicl
zu exprimieren, was eine Abgrenzung beider Zellarten ermdglicht. Als gemeinsamer
Zellmarker von weillen und beigen Adipozyten gilt HoxC8, welches vom BAT nicht exprimiert

wird. Als ein selektiver Marker des WAT wird Tcf21 herangezogen (154, 159, 179).
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Abbildung 10: Differenzierung in weifle, beige oder braune Adipozyten und entsprechende
Differenzierungsfaktoren (eigene Darstellung nach Park A. et al., 2014)

1.6. Apoptose

Apoptose bezeichnet den physiologischen Prozess des programmierten Zelltods, welcher im
Rahmen der Zellerneuerung wihrend der Ontogenese, des Zellumsatzes, der Entwicklung und
Funktion der Immunabwehr oder bei atraumatischer Zellschiddigung durch externe Noxen oder
Infektionen stattfindet. Eine aberrante Apoptose kann zur Entwicklung degenerativer und
autoimmuner Erkrankungen sowie zur Entstehung von Tumoren fiihren. Dem gegeniiber zu
stellen ist die Nekrose, welche einen passiven Zelltod nach traumatischer Zellschiddigung
bezeichnet und eine umliegende Gewebsinflammation hervorruft. Die Apoptose kann sowohl
durch Stimuli innerhalb der betroffenen Zelle, wie vermehrten oxidativen Stress oder
Hyperkalzidmie, als auch durch extern generierte Signale, wie Stickstoffmonoxid,
Glukokortikoide, Zytokine oder dem Ausbleiben von Néhrstoffen oder Wachstumsfaktoren,
generiert werden (180, 181). Dementsprechend werden zwei iibergreifende Signalwege
unterschieden: eine extrinsische und eine intrinsische Apoptose-Kaskade. Beide Signalwege
resultieren in der Aktivierung der Caspasen-Kaskade, die durch Proteolyse, DNA-

Fragmentierung und Spaltung des Cytoskeletts zum letztendlichen Zelltod der Zelle fiihrt. Bei
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Caspasen handelt es sich um Aspartat-spezifische Cysteinproteasen, die sich in apoptotisch
wirksame Initiatorcaspasen (Caspase 2, 8, 9 und 10) bzw. Effektorcaspasen (Caspase 3, 6 und
7) und andere Caspasen (Caspase 1, 4, 5, 11, 12, 13 und 14), die unter anderem an der
Vermittlung von Inflammationsgeschehen beteiligt sind, unterteilen lassen (182).

Bei der extrinsischen Apoptose kommt es zur extrazelluliren Ligandenbindung sogenannter
Todesfaktoren, wie tumor necrosis factor (TNF), Fas-Ligand (FasL) oder TNF-related
apoptosis inducing ligand (TRAIL) an transmembranstindige Todesrezeptoren, wie TNF-
Rezeptor (TNFR-1, TNFR-2), Fas-Rezeptor (FasR, CD95), TRAIL-Rezeptor (TRAIL-RI,
TRAILR2, syn. DR4/DRS5). Durch die Trimerisierung des Rezeptors wird eine
Konformationsdnderung der intrazelluliren Rezeptordoméne, der sog. Death domain,
hervorgerufen, an der sich die Adaptormolekiile TNF-rezeptor associated death domain
(TRADD) und Fas-associated death domain (FADD) durch eine homotypische Reaktion
anlagern. Dies fiihrt zu einer Rekrutierung von Procaspase 8 oder 10 an die Death effector
domain (DED) von FADD, was zur Ausbildung des death inducing signal complex (DISC)
fiihrt. Dies resultiert in der autolytischen Spaltung der Procaspasen in deren aktive Form.
Caspase 8 aktiviert seinerseits durch proteolytische Spaltung die Effektorcaspase 3, was zum
Einleitung der Caspasenkaskade und damit zum irreversiblen Zelltod fiihrt (183—185). Einen
wesentlichen Einfluss auf die extrinsische Apoptose im Sinne einer negativen Regulation
besitzt das cellular FLICE inhibitory protein (c-FLIP), welches sich an den DISC anlagert und
die Wirkung der Caspasen unterbinden kann (186).

Die intrinsische Apoptose wird auch als mitochondrielle Apoptose bezeichnet, da sie von der
Ausschiittung mitochondrieller Apoptosefaktoren abhingt. Bei der mitochondriellen Apoptose
fiihren intrazelluldre Signale zu biochemischen Verdnderungen innerhalb der Mitochondrien.
Durch den Verlust des elektrochemischen Gradienten an der inneren Mitochondrienmembran
kommt es zu einer verminderten mitochondriellen ATP-Synthese sowie zur Offnung
nichtselektiver Protonenkanéle, sogenannter mitochondrieller permeability transition pores
(PTPs, syn. MTPs), die eine Verbindung zwischen innerer und duflerer Mitochondrienmembran
bilden. Diese erlauben eine massive Ionenbewegung, die zu einer erhdhten
Membranpermeabilitit (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization), zam Odem
und der Ruptur der 4duBeren Mitochondrienmembran fiihrt (181, 187, 188).
Intermembranstdndige Proteine, wie Cytochrom C, Smac/DIABLO, die Serin-Protease
HrtA2/OMI, gelangen darauthin ins Zytosol und aktivieren zytosolische Downstream-Effektor-
Caspasen (189). Dabei fiihrt die Bindung von Cytochrom C an den zytosolischen apoptotischen

Proteaseaktivierungsfaktor-1 (Apaf-1) zu eine Konformationsdnderung von Apaf-1, die die
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Bindungsstelle fiir dATP an Apaf-1 freigibt. Dessen Bindung induziert eine zweite
Konformationsédnderung von Apaf-1, die dessen Oligomerisierung um die Caspasen-
Rekrutierungsdoméne (CARD) bewirkt. Procaspase 9 wird daraufhin zu CARD rekrutiert und
durch autolytische Spaltung aktiviert. Dieser Komplex wird als Apoptosom bezeichnet (190—
192). Caspase 9 spaltet Procaspase 3 und leitet somit die Caspasenkaskade ein.
SMAC/DIABLO und HrtA2/OMI vermitteln die Apoptose hingegen iiber die Hemmung von
inhibitors of apoptosis proteins (IAPs), welche die Aktivitdt von Caspase 3 in der vitalen Zellen
unterbinden (181, 189, 193). Weiterhin werden Caspase-unabhéingig wirkende, pro-
apoptotische Faktoren von den Mitochondrien ins Cytoplasma freigegeben. Hierzu zéhlen
beispielsweise apoptosis inducing factors (AIFs), Endonuklease G und Caspase-aktivierte
DNAse (CAD), welche zur DNA-Fragmentierung und Chromatinkondensation im Zellkern
fiihren (194, 195).

Die Cytochrom C-Ausschiittung wird durch das Gleichgewicht zytoplasmatischer oder
endoplasmatischer, pro- und antiapoptotisch wirkender Signale reguliert. Eine Hauptrolle spielt
dabei die Bcl-2-Proteinfamilie, die sich anhand ihrer funktionellen und strukturellen
Eigenschaften, insbesondere dem Vorkommen bestimmter Bel-2-Homologie (BH)-Doménen,
in drei Untergruppen unterteilen ldsst. Zu den proapoptotisch wirksamen Effektorproteinen
gehoren Bcl-2 associated X protein (syn. apoptosis regulator BAX), Bcl-2 homologous
antagonist/killer (syn. apoptosis regulator BAK) und Bcl-2-related ovarian killer protein
(BOK) sowie zu den proapoptotischen BH3-only-Proteinen BH3-interacting domain death
agonist (BID), Bcl-2 interacting mediator of cell death (syn. Bcl-2 interacting protein Bim),
Bcl-2-binding component 3 (BBC3, syn. p53 up-regulated modulator of apoptosis (Puma)) Bcl-
2-interacting killer (Bik), phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (PMAIPI, syn.
NAPDPH oxidase activator 1 (Noxa)), Bcl-2-associated agonist of cell death (Bad), Bcl-2-
modifying factor (BMF), activator of apoptosis harakiri, Beclin-1 und mitochondrial ubiquitin
ligase activator of NFKB 1 (syn. E3 ubiquitin-protein ligase MULI).

Zu den antiapoptotisch wirksamen Proteinen zéhlen B-cell lymphoma 2 (syn. apoptosis
regulator Bcl-2), Bcl-2-like protein 1 (syn. B-cell lymphoma-extra large (Bcl-X(L))), Bcl-2-like
protein 2 (Bcl-W), Bcl-2-like protein 10 (Bcl-B), induced myeloid leukemia cell differentiation
protein Mcl-1(Mcl-1), Bcl-2-related protein Al (syn. Bcl-2-like protein 5 (Bcl2-L-5)) und Bcl2-
like protein 12 (Bcl2-L-12) (196).

Im ausgeglichenen Zustand werden die Apoptoseregulatoren BAX und BAK durch die
antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie, wie dem Apoptoseregulator Bel-2 oder Mcl-1,

gehemmt. Nehmen proapoptotische Signale Uberhand, kommt es zur Expressionssteigerung
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oder posttranskriptionellen Stimulation der BH3-only-Proteine, welche mit hoher Affinitdt an
antiapoptotische Bcl-2-Proteine binden. Dabei weisen unterschiedliche BH3-only-Proteine
unterschiedliche Affinititen zu den antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen auf. Beispielsweise
bindet Noxa mit hoher Affinitdt ausschlie8lich an Mcl-1, wahrend sich BID, Bim oder Puma
allen antiapoptotischen Bcl-2-Mitgliedern anlagern konnen. Die Anlagerung der BH3-only-
Proteine flihrt zur Freisetzung der Apoptoseregulatoren BAX und BAK, die oligomerisieren
und in die duBere Mitochondrienmembran integrieren. Dies resultiert in einer Porenbildung
innerhalb der duBeren Mitochondrienmembran, was zur MOMP und schlieBlich der Freisetzung
von transmembranstdndigen Apoptosefaktoren, wie Cytochrom C fiihrt (189, 197-200).

Die Cytochrom C-Ausschiittung kann auch unabhingig von der intrinsischen Apoptose iiber
Todesrezeptorsignale ausgeldst werden. Dabei stellt die Caspase 8-induzierte Spaltung von BID
eine Verbindung zwischen der mitochondriellen und der extrinsischen Apoptose dar, die durch
Fas/TNF-R1-Stimulation initiiert wird und die Bcl-2-Regulation umgeht. Das aktivierte
Spaltprodukt von BID, truncated BID (tBID), transloziert zu den Mitochondrien und fiihrt
seinerseits zur Cytochrom C-Ausschiittung und der Aktivierung von Downstream-Caspasen
(201, 202).

Das Verhiltnis zwischen pro- und antiapoptotischen Stimuli innerhalb einer Zelle wird
wiederum durch Signalkaskaden beeinflusst, die Informationen wie Zellstress, DNA-
Schiadigung, Hypoxie, die Expression von Onkogenen oder Néhrstoff- bzw.
Wachstumsfaktormangel weiterleiten. Eine Schliisselrolle wird dabei dem Tumorsuppressor
p53 und den p53-assoziierten Genen zugesprochen. Eine p53-Mutation konnte in ca. 50-55 %
der Karzinome nachgewiesen werden (203). Bei p53 handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor, welcher durch TP53 codiert wird und die Transkription von Faktoren der
extrinsischen und intrinsischen Apoptosekaskade reguliert, was in der Einleitung der Caspase-
Kaskade resultiert. (204). Die Apoptose wird hauptsichlich durch die Stimulation
proapoptotischer Bcl-2-Mitglieder, wie dem Apoptoseregulator BAX, Puma, Noxa oder BID
(205-207) vermittelt. Uber die p53-abhiingige Induktion der p21-Expression kann zudem ein
G1-Zellzyklusarrest ausgeldst werden. Uber weitere Zielgene iibernimmt p53 zudem die
Funktion eines Checkpoint-Inhibitors oder induziert die Seneszenz. Mittlerweile wurden iiber
4.000 potentielle p53-Bindungsstellen im menschlichen Genom ausfindig gemacht (204). Zu
den pS53-assoziierten Signalwegen gehdren beispielsweise der AMP-activated protein
kinase(AMPK)-Signalweg, der eine p53-induzierte Apoptose bei ATP- und Néhrstoffmangel
einleitet (204, 208), sowie dessen Gegenspieler, der PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg,
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welcher an der Vermittlung einer vermehrten Zellproliferation und Expression
proinflammatorischer Gene beteiligt ist (209) .

Des Weiteren kann die Apoptose iiber vermehrten Zellstress des Endoplasmatischen
Retikulums, beispielsweise im Rahmen einer verdnderten Calciumhomdostase, fehlgefalteter
Proteine oder Hypoxie ausgeldst werden. Dabei spielt die Aktivierung von Caspase 12, sowie
die Bcl-2-Protein-regulierte, mitochondrielle Caspase 3 und Caspase 7-Aktivierung eine Rolle
bei der Apoptoseinduktion. (210, 211)

Die Caspasekaskade stellt die gemeinsame Endstrecke der extrinsischen und intrinsischen
Apoptose dar. Nach Aktivierung der Initiatorcaspasen kommt es zu einer Kaskade der weiteren,
zum Teil gegenseitigen Aktivierung der Effektorcaspasen (insb. Caspase 3, 6, 7) sowie zu
positiven Feedbackschleifen, die die Ausschiittung von Cytochrom C verstirken (189). Zudem
werden zytosolische Endonukleasen sowie Proteasen durch die Effektorcaspasen aktiviert. Dies
resultiert in einer Proteolyse, DNA-Fragmentierung und Spaltung des Cytoskeletts und damit
im letztendlichen Zelltod der Zelle (212). Morphologisch korreliert die Apoptose mit einer
Zellschrumpfung, Chromatinkondensation, Pyknosis und Karyorrhexis. Durch den erhdéhten
hydrostatischen Druck innerhalb der apoptotischen Zelle kommt es zur Bldschenbildung auf
der Membranoberfliche, was als sog. Blebbing bezeichnet wird. Die gezielte Kontraktion von
Actinomyosin fiihrt zur Abschniirung von apoptotic bodies (ApoBDs), welche Zellinhalte der
sterbenden Zelle beinhalten. Die ApoBDs werden von Makrophagen anhand von ,,Find-me-
Signalen“, die widhrend der Apoptose ausgeschiittet werden, sowie dem Austreten von
Phosphatidylserin an der Zelloberfliche als ,,Eat-me-Signal®“ erkannt und schlieBlich
phagozytiert. (181, 213-215).

1.7. PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg

Der PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg ist an der Regulation vieler physiologischer Prozesse,
wie der Proteinsynthese und Zellproliferation, des Zellzyklus und der Apoptose beteiligt (216—
219). Eine aberrante Aktivierung dieser Signalkaskade fiihrt zur Entstehung einer Vielzahl von
Tumorentititen (220). Es ist vorstellbar, dass andere Erkrankungen mit proliferativem
Charakter ihren Ursprung ebenfalls in einer verdnderten PI13-Kinasen-Signalkaskase haben.

Die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3-Kinasen) gehdren zu der Familie der Lipid-Kinasen, die
den Inositolring von Phosphoinositiden an der 3"-OH-Gruppe phosphorylieren. Sie werden in
drei Klassen unterteilt (221). Die Klasse I ist die am meisten untersuchte Subfamilie der PI3Ks

und unter anderem fiir die Initiierung der P13-Kinase-Akt-mTOR-Signalkaskade verantwortlich
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(222). Sie besteht aus zwei Unterkategorien. Die Klasse [A-Kinasen sind heterodimere
Enzyme, die aus einer katalytischen p110- (p110a, p110B, p1103d) und einer regulatorischen
p85-Untereinheit (p85a, p85P, pS5a, p55y, p50a) bestehen. Klasse IA-PI3-Kinasen werden von
membranstindigen Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) aktiviert, die die Wirkung verschiedener
Wachstumsfaktoren, wie IGFs, oder Hormone vermitteln. Dabei gehort der PI3-Kinaseweg zu
den am besten charakterisierten Downstream-Kaskaden von Insulin (223), weshalb dieser im
Folgenden im Kontext einer Insulinstimulation exemplarisch erldutert werden soll. Die Klasse
IB-PI3-Kinasen bestehen aus der katalytischen p110y-Untereinheit und einer regulatorischen
Untereinheit (p101, p84, p87) und interagieren mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs)
(216, 224-226). Die regulatorische p85-Untereinheit, welche von den Genen PIK3R 1, PIK3R2
und PIK3R3 codiert wird, dient der Stabilisierung der katalytischen p110-Untereinheit und
unterdriickt die basale Aktivitéit der PI3-Kinase. Eine Mutation der katalytischen Untereinheit,
deren Expression von PIK3CA, PIK3CB und PIK3CD codiert wird, fiihrt zu einer dauerhaften
Stimulation der Enzymaktivitit und ist in der Pathogenese vieler Tumoren beschrieben (227).
Die Funktion und der Aufbau der Klassen II und III der PI3-Kinasen soll hier nicht niher
diskutiert werden.

Die Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor fiihrt zur Autophosphorylierung der
zytosolischen Rezeptordomine, die eine Konformationsdnderung ihres Adaptorkomplexes
bewirkt, an dem sich darauthin die einzelnen Untereinheiten der Insulinrezeptorsubstrat(IRS) -
Familie anlagern (228). IRS-1 nimmt dabei eine Schliisselrolle in der Transduktion der
Insulinwirkung {iber die Aktivierung der PI3-Kinase ein (229). Es besteht aus den
Adaptorproteinen SHC-transforming protein 1 (Shc), Son of Sevenless (SoS), growth factor
receptor-bound protein 2 (Grb2) und dem Ras-Protein und wird unter der Stimulation von
Insulin, IGFs und anderer Zytokine von den Insulinrezeptoren an bestimmten Serin- und
Tyrosinresten phosphoryliert. Insgesamt gibt es 50 verschiedene Phosphorylierungsstellen fiir
IRS-1, die die Funktion von IRS-1 negativ oder positiv regulieren (230). Eine Aktivierung von
IRS-1 resultiert in der Rekrutierung und Aktivierung verschiedener Signalmolekiile, die eine
Scr-Homologie-2(SH2)-Domiine beinhalten. Die Phosphorylierung von Tyrosin®'? (Tyr®'?) und
Tyrosin®? (Tyr®?) dient der PI3-Kinase als Bindungsstelle (228, 229, 231-233). Die Funktion
der PI3-Kinase besteht in der Generierung eines Second-Messenger-Pools an der
Plasmamembran durch die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat (PIP2)
zu Phosphatidylinotitol-3,4,5-Triphosphat (PIP3). Als ihr wichtigster Antagonist gilt der
Tumorsuppressor PTEN, der PIP3 zu PIP> dephosphoryliert (222). Durch die Wechselwirkung

zwischen PIP; und der Pleckstrin-Homologie(PH)-Doméne der Serin-Threonin-Kinase Akt
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wird diese an die Zellmembran rekrutiert (234-236). Dort wird sie fiir ihre vollstindige
Aktivierung von der Phosphoinositid-abhiingigen-Kinase (PDK1) an Threonin®® (Thr*%%)
sowie vom mTORC2-Komplex an Serin*”® (Ser*’*) phosphoryliert (236, 237). Aktiviertes Akt
ist an der Phosphorylierung unterschiedlicher Proteine beteiligt, die Zellzyklus und Apoptose
(Bad, p21, Caspase 9, mouse double minute 2 homolog (MDM?2), IkB kinase complex (IKK)),
Glykogensynthese (Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3f)) und Gentranskription (forkhead
protein box O (FOXO0)) regulieren (227, 230). Weiterhin besitzt Akt regulativen Einfluss auf
Proteinsynthese, Zellwachstum und Proliferation iiber den mTOR-RPS6-Kinase/4E-BP1-
Signalweg. Dieser wird einerseits liber den direkten stimulatorischen Einfluss auf mTORCI1
iiber proline-rich AKT substrate 40 kDa (PRAS40) vermittelt (238). Durch die
Phosphorylierung des TSC1/TSC2-Komplexes ist Akt andererseits auch indirekt an der
Regulierung von mTORCI1 beteiligt. Im aktivierten Zustand besitzt der TSC1/TSC2-Komplex
eine GTPase-Aktivitit, die durch die Umwandlung von GTP-Rheb zu GDP-Rheb zur
Hemmung von mTORCI1 fiihrt. Durch die Phosphorylierung von Tuberin (TSC2) des
TSC1/TSC2-Komplexes durch Akt wird dessen inhibitorischer Einfluss auf mTORCI
aufgehoben (239).

mTOR gehort zur Familie der PI3K-dhnlichen Kinasen (PIKK) und besteht aus den zwei
strukturell und funktionell unterschiedlichen Komplexen mTORCI und mTORC2 (222).
mTORCI, welches aus mTOR, regulatory associated protein of mTOR (Raptor), PRAS40 und
mLST8/GbL (240) aufgebaut ist, ist liber die Phosphorylierung und Aktivierung der RPS6-
Kinase 1 und der Phosphorylierung und Inaktivierung des Translationsrepressors 4E-BP1
entscheidend an der Regulation der Proteinbiosynthese und des Zellwachstums beteiligt (241-
243). Phosphorylierte RPS6K1 (p-RPS6K1) bildet einen Bestandteil des 40S-Ribosoms und
initiiert die Translation von 5’-terminalen-Oligopyrimidin-haltigen mRNAs, welche fiir
ribosomale Proteine und anderen Elementen des Translationskomplexes codieren (244). 4E-
BP1 hingegen inhibiert die 5’-cap-abhédngige-Translation im unphosphorylierten Zustand,
indem es sich an eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E) anlagert. Wird der elF4E-
BP1-Komplex durch mTORCI1 phosphoryliert, spaltet sich der Initiierungsfaktor e[F4E vom
Proteinkomplex ab und lagert sich mit anderen Initiierungsfaktoren der 5’-cap-Struktur
eukaryotischer mRNAs an, was in der Initiierung des Translationsprozesses resultiert (245,
246).

mTORC?2 spielt, wie oben beschrieben, eine Rolle bei der vollstindigen Aktivierung von Akt
und ist aus mTOR, rapamycin insensitive companion of mTOR (Rictor), mammalian stress-

activated protein kinase interacting protein 1 (mSINI) und mLST8/GbL aufgebaut (247). Die
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Zellzyklusprogression und Zellvitalitit werden ebenfalls durch Downstream-Substrate von Akt
gesteuert (219), deren Signalkaskaden nicht weiter besprochen werden sollen.

Durch die Downstream-Substrate des PI3-Kinasewegs kann durch verschiedene
Feedbackmechanismen eine Regulation auf Ebene von IRS-1 vorgenommen werden. Dabei
wird die Insulinwirkung und die daraus resultierende Aktivierung der PI3-Kinase durch die
Phosphorylierung unterschiedlicher Serinreste von IRS-1 positiv oder negativ beeinflusst. Eine
verminderte Tyrosinphosphorylierung fiihrt ebenfalls zur Verminderung des Insulineffekts,
indem die Interaktion von IRS-1 mit den Insulinrezeptoren unterbunden wird. Insgesamt wird
die Wirkung von IRS-1 folglich durch die Bilanz hemmender Serin- und aktivierender Serin-
und Tyrosinphosphorylierungen reguliert (229). Diese Feedbackmechanismen konnten eine
mogliche Erkldrung dafiir sein, dass die Signaltransduktion von Insulin unter der Wirkung

verschiedener PI3-Kinase- bzw. mTOR-Inhibitoren aufrechterhalten bleibt (248, 249).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des P13-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs. Inaktive Enzyme sind
weif hinterlegt, aktive Enzyme sind farblich hinterlegt; (eigene Darstellung nach Lequieu J. et al. 2011)
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1.8. Buparlisib

Buparlisib (NVP-BKM120) ist ein oral verfiigbarer Pan-Klasse-I-PI3-Kinase-Inhibitor und ein
Derivat des 2,6-Dimorpholin-Pyrimidins (250). Es wurde im Rahmen einer Studie zur
Optimierung der Wirkeigenschaften der Pan-PI3K-Inhibitoren in vivo anhand eines
strukturbasierten Medikamentendesigns entdeckt (251). NVP-BKM120 hemmt selektiv alle
vier Isoformen der Klasse I-PI3-Kinasen, wobei es gegen PI3Ka, B und & (Klasse IA) eine
hohere Potenz aufweist als gegen PI3Ky (Klasse IB). Gegeniiber anderen Lipid- oder
Proteinkinasen, wie mTOR, wirkt es hochselektiv (250). Allgemein besitzt Buparlisib
gegeniiber Mutationen des PIK3CA-Gens, welches fiir die p110a-Untereinheit der Klasse-1A-
Kinasen codiert, eine hohere Sensitivitdt als gegeniiber dem Wildtyp (250, 252). Die Wirkung
von Buparlisib ist auf eine kompetitive Enzymhemmung zuriickzufiihren, bei der es zur
Ausbildung von Wasserstoffbriicken an der ATP-Bindungsstelle der P13-Kinase kommt, sodass
sowohl die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vmax als auch die Affinitidt zwischen Enzym
und Substrat Kyv (Michaelis-Menten-Konstante) negativ beeinflusst werden (250, 253). Durch
die Senkung der zelluldren p-Akt-Level werden die Downstream-Substrate mMTORCI1 bzw. p-
RPS6-Kinase konzentrationsabhéngig erniedrigt (250). Da es durch mTORCI1 auf Ebene der
Rezeptortyrosinkinasen zu einer negativen Feedbackschleife kommt, die zur Reaktivierung der
PI3-Kinase fiihrt (s.0.), muss in manchen Fillen iiber eine Komedikation mit mTOR-
Inhibitoren nachgedacht werden (250). Buparlisib wird oral appliziert und weist eine gute
Bioverfiigbarkeit auf. AuBlerdem sind seine inhibitorischen Einfliisse nach Absetzen der
Medikation schnell und vollstindig reversibel (250). Den antiproliferativen und
proapoptotischen Charakter des Medikaments macht man sich in der Behandlung verschiedener
Tumorentititen, wie dem Glioblastom, Prostata-, Magen-, Colon- oder Mammakarzinom, zu
Nutze (254-258). Die Phase-3-Studien BELLE-2 und BELLE-3 zur medikamentdsen Therapie
des hormonsensitiven, HER-2-negativen Mammakarzinoms zeigten eine gute Wirksamkeit von
Buparlisib in Kombination mit einer endokrinen Therapie mit Fulvestrant (252, 259), die zur
Verlingerung des tumorprogressionsfreien Uberlebens fiihrte (252). AuBerdem stellte
Buparlisib fiir manche Patienten, bei denen eine mTOR-Inhibition versagte, eine alternative
Behandlungsmdglichkeit dar. Allerdings miissen die schweren Nebenwirkungen, wie einem
Leberenzymanstieg, Angststorungen oder Depressionen sowie eine gesteigerte Suizidalitit bei
der Behandlung mit Buparlisib beriicksichtigt werden (252). In dieser Arbeit soll die
Proliferationshemmung durch die PI3-Kinase-Inhibition als Therapieansatz der Multiplen

Symmetrischen Lipomatose tiberpriift werden.
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2. Zielsetzung

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung des P13-Kinase-Akt-mTOR-Signalweges
als Regulator von Zellproliferation, Zellmetabolismus und Apoptose bei der Multiplen
Symmetrischen Lipomatose. In Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt
werden, dass eine vermehrte Regulation bei Genen des mTOR-Signalweges bei ASCs aus
betroffenem Gewebe nachweisbar ist ((2), bisher unverdffentlichte Daten). Um Riickschliisse
auf die regulativen Prozesse auf den Zellumsatz bei der MSL zu ziehen, wurden ASCs aus
betroffenem, lipomatdésem Gewebe und unbetroffenem, subkutanem Fettgewebe von MSL-
Patienten isoliert und anhand ihrer Vitalitit, Differenzierbarkeit und der Expression von
Apoptosefaktoren verglichen. Da weiterhin kontrovers diskutiert wird, ob es sich bei der MSL
um eine Hyperproliferation von ASCs oder eine Mutation reifer Adipozyten handelt, wurde die
Genexpression des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs sowohl auf Ebene der ASCs, als auch
nach adipogener Differenzierung analysiert. Zuletzt wurde die Proteinexpression der PI3-
Kinase sowie der RPS6-Kinase 1 mittels Western Blots analysiert, um eine mdgliche
Regulation der Kinasen auf Proteinebene nachzuweisen.

Bislang konnte die Ursache der MSL nur unzureichend geklart werden. Ein weiteres
Verstindnis der Pathophysiologie konnte einen Ansatz fiir eine medikamentose Therapie
liefern. In dieser Arbeit soll der Einfluss des PI13-Kinase-Inhibitors Buparlisib auf die Gen- und
Proteinexpression von ASCs und adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe und
unbetroffenem Fettgewebe gezogen und mogliche Fehlregulationen aufgedeckt werden. Des
Weiteren soll ein mdgliches Therapiekonzept durch die in vitro-Behandlung mit Buparlisib

evaluiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Isolierung von adipogenen Stammzellen aus humanem Fettgewebe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieSlich adipogene Stammzellen verwendet. Diese
wurden aus humanem Fettgewebe isoliert, das Patienten mit diagnostizierter Multipler
Symmetrischer Lipomatose wéhrend eines operativen Eingriffs an der Abteilung fiir Plastische,
Hand- und Wiederherstellungschirurgie der hiesigen Fakultét entnommen wurde. Neben dem
erkrankten Gewebe wurden Kontrollproben aus unbetroffenen Arealen extrahiert. Die Patienten
wurden im Voraus iiber die Verwendung ihrer Gewebsproben fiir Forschungszwecke
aufgekldrt, was sie mit einer schriftlichen FEinverstindniserklirung bestétigten. Die
Genehmigung fiir die in vitro-Differenzierungsversuche mit adipogenen Stammzellen wurde
vorab bei der Ethikkommission des Universitatsklinikums Regensburg eingeholt.

Die Isolierung der hASCs fand maximal 24 Stunden nach der Liposuktion statt. Dabei wurde
das gewonnene Fettgewebe unter sterilen Bedingungen mittels Skalpell und Schere bis zum
Erhalt einer weitestgehend homogenen, fliissigen Konsistenz zerkleinert und anschlieend in
ein 50 ml-Zentrifugenrohrchen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) tiberfiihrt. Der
Zellsuspension von 15 ml zerkleinertem Fettgewebe wurde ein dquivalentes Volumen eines
glucosearmen Zellkulturmediums ohne Anteil an fetalem Rinderserum, welches aus
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ((DMEM) mit 1 g/l Glucose, L-Glutamin und
Natriumbicarbonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte Staaten)) und 1 % einer
Penicillin/Streptomycin-Losung (10.000 units Penicillin/ml, 10 mg Streptomycin/ml (Sigma-
Aldrich)) besteht, zugefiigt. Durch Zugabe von je 10 pl pro ml Gesamtvolumen einer
Kollagenaselosung (Kollagenase aus Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich), 100 U/ml,
gelost in  sterilem Phosphate Buffered Saline (PBS (Sigma-Aldrich)) erfolgte bei
anschlieBender Inkubation fiir 45 Minuten bei 37 °C auf dem Schiittelinkubator (HS 501 digital
(IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland)) die Verdauung der extrazelluldren Matrix
und das Herauslosen der Zellen aus dem Gewebsverband. Weiterhin wurde die Suspension
mindestens zehn Mal mit einer 10 ml-Pipette (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich)
auf- und abpipettiert. Durch die Filtration durch ein Zellsieb der PorengréBe 100 pm (Steriflip
Filter, unit 50 ml/100 pm (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, Vereinigte Staaten))
wurden die Zellen von groBBeren Gewebsbestandteilen separiert und vereinzelt. Es erfolgte eine

flinfmintitige Zentrifugation (Zentrifuge Rotina 380 R (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)) bei
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500 rcf (relative Zentrifugalkraft). Der Uberstand aus Gewebe und kollagenen Fasern wurde
vorsichtig abgenommen und verworfen, wihrend das Zellpellet aus Zellen der SVF unberiihrt
blieb. Nach einem Waschvorgang mit 10 ml PBS wurde erneut fiir 5 Minuten bei 500 rcf
zentrifugiert, der Uberstand wurde ebenfalls verworfen. SchlieBlich wurde das SVF-Zellpellet
in 1 ml Medium (bestehend aus a-Minimum FEssential Medium (a-MEM) Eagle mit
Natriumbicarbonat, ohne L-Glutamin und Ribo- bzw. Desoxyribonucleinsduren (Sigma-
Aldrich)), 16,7 % Fetalem Rinderserum (FBS (PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland)), 1 %
Penicillin/Streptomycin-Losung  (Sigma-Aldrich), 1% GlutaMAX™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten)), im Folgenden als
Kultivierungsmedium (CM) bezeichnet, resuspendiert und in eine T175-Zellkulturflasche
(Greiner Bio-One) mit 25 ml vorgewédrmten Kultivierungsmedium {iberfiihrt. Die Kultivierung
erfolgte im Inkubator (Heracell 240 (Thermo Fisher Scientific)) bei 37 °C und 5 % CO..

Um eine groBere Zellausbeute zu gewinnen, wurde der Uberstand der T175-Flasche am Tag
nach der Isolation in einer zweiten Zellkulturflasche ausgesit, um beide Kulturen beim ersten
Passagieren vereinigen zu koénnen. Dafiir wurde die oben beschriebene zweimalige
Zentrifugation mit dazwischenliegendem Waschschritt und anschlieBender Resuspension des
Zellpellets in Kultivierungsmedium wiederholt. Der urspriinglichen T175-Zellkulturflasche,
deren Zellen weiterhin am Flaschenboden hafteten, wurde zur weiteren Kultivierung frisches

Kultivierungsmedium zugefiigt.

3.2. Zellkultivierung und Passagieren

Die Kultivierung der Stammzellen erfolgte unter regelméBiger lichtmikroskopischer Kontrolle
bei 40-facher VergroBerung (Hund Wetzlar, Wetzlar, Deutschland). Das Kultivierungsmedium
wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Sobald eine 80%ige Konfluenz des
Zellkulturflaschenbodens erreicht wurde, wurden die Zellen zur Vermeidung -einer
gegenseitigen Kontaktinhibition geldst, in eine neue Zellkulturflasche tiberfiihrt und als Zellen
der Passage 1 weiterkultiviert. Alle folgenden Passagen wurden fortsetzend durchnummeriert.
Die Versuche wurden in Passage 5 bzw. 6 durchgefiihrt.

Zu Beginn jeder Passage wurde das Kultivierungsmedium unter der Sicherheitswerkbank
(Modell M18 (Schulz Lufttechnik, Sprockhdvel, Deutschland)) abgesaugt und die Zellen mit
20 ml PBS gewaschen. Das Abldsen der Zellen von der Zellkulturflasche erfolgte durch Zugabe
von 2 ml einer 0,25%igen Trypsin-EDTA-Losung (Sigma-Aldrich) in PBS. Diese wurde fiir
optimale Wirkbedingungen des Enzyms im Wasserbad (Memmert, Schwabach, Deutschland)
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bei 37 °C vorgewédrmt. Nach 4-7-miniitiger Inkubation wurde das Losen der Zellen vom
Zellkulturflaschenboden unter dem Mikroskop kontrolliert. Zusitzliches Beklopfen des
Flaschenbodens diente dem besseren mechanischen Losen der Zellen. Anschlielend wurde die
Verdauungsreaktion durch Zugabe von 5 ml Kultivierungsmedium gestoppt. Durch den
Uberschuss an im Medium enthaltenen FBS kommt es zur Hemmung der Protease. Die
Zellsuspension wurde in ein 15 ml-Zentrifugenréhrchen (Sarstedt) iiberfiihrt und fiir 5 Minuten
bei 300 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
Kultivierungsmedium resuspendiert. Nach dem Auszédhlen der Zellen mittels einer Neubauer-
Zahlkammer (Marienfeld-Superior, Lauda-Konigshofen, Deutschland) wurden diese fiir die
weitere Kultivierung in einer Dichte von 5.000 Zellen/cm? ausgesit. Die Versuche wurden
ebenfalls im Rahmen einer Passage ausplattiert, wobei jeder Probe aus betroffenem Gewebe
eine Kontrollprobe aus unbetroffenem Gewebe zugeordnet wurde.

Neben Zellen, die bis zur entsprechenden Versuchspassage herangeziichtet wurden, fanden in
dieser Arbeit ebenso im Stickstofftank (Espace 661 Gaz (Air Liquide S.A., Paris, Frankreich)
bei -196 °C eingefrorene Zellen Verwendung. Diese wurden bis zur Durchfithrung der
Experimente nach dem Auftauen mindestens einmal passagiert, um eine mogliche Selektion
durch eine Zellschidigung beim Temperaturwechsel zu vermeiden. Besonders zu beachten war
eine schnelle Durchfilhrung des Auftauvorgangs, welche durch das Erwédrmen des
Einfrierrdhrchens im Wasserbad bei 37 °C gewihrleistet wurde, sowie eine anschlieBend starke
Verdiinnung des Einfriermediums (hergestellt aus CM und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO
(Sigma-Aldrich)) mit Kultivierungsmedium. Auflerdem wurde der erste Medienwechsel nach
24 Stunden durchgefiihrt, um die zytotoxischen Effekte des DMSO auf die Zellen moglichst

gering zu halten.

3.3. Kryokonservierung von Stammzellen

Zellen, die nicht sofort bendtigt wurden, wurden durch Einfrieren in einen Stickstofftank fiir
spétere Versuche konserviert. Dabei wurden je 10° Zellen in ein Cryo.s™ Einfrierrdhrchen
(Greiner Bio-One) mit 0,5 ml des Einfriermediums iiberfithrt und mittels Einfrierbehélter
(NALGENE Nunc International, Rochester, New York, Vereinigte Staaten) schrittweise um 1
°C pro Minute auf -80 °C (Forma ® 900, -86 °C ULT Freezer, Thermo Fisher Scientific)
herabgekiihlt. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen in den Fliissigstickstoffcontainer zur

Lagerung bei -196 °C tiberfiihrt.
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3.4. Vitalititstests mit Resazurin

Die Vitalitétstests wurden mit Zellen der Passage 5 und 6 durchgefiihrt. Diese wurden in einer
Dichte von 2.500 Zellen/cm? in 96 Well-Platten (Greiner Bio-One) ausgesdt. Nach Zugabe von
100 pl Kultivierungsmedium pro Well-Platte wurde die Platte iiber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Der folgende Tag wurde als Tag 0 (im Folgenden als d0 bezeichnet) definiert. Das
Kultivierungsmedium wurde durch eine 1:10 in Kultivierunsgmedium verdiinnte
Resazurinlésung (Resazurin Sodium Salt (Sigma-Aldrich), 0,7 uM in PBS verdiinnt) ersetzt.
Bei Resazurin handelt es sich um einen blauen, nicht fluoreszierenden Redoxfarbstoff, der in
den Mitochondrien vitaler Zellen zum fluoreszierenden Resorufin reduziert wird. Gleichzeitig
wird NADH zu NAD+ oxidiert. Da die Fluoreszenzintensitit von Resorufin als proportional zu
seiner Konzentration in den Zellen anzusehen ist, lassen sich Riickschliisse auf die metabolische
Aktivitdit bzw. Vitalitit der Zellen ziehen. Nach einer zweistiindigen Inkubation der
Resazurinlosung bei 37°C wurden 90 pl des Uberstandes zur Messung der
Fluoreszenzintensitit in eine neue 96 Well-Platte {iberfithrt. Diese wurde mit dem
Plattenphotometer Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) bei 520 nm Anregung und
590 nm Emission ermittelt. Die restlichen 10 pl des alten Mediums wurden abgesaugt und die
Zellen aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe in Form von Quadruplikaten mit
Kultivierungsmedium unterschiedlicher Buparlisibkonzentrationen (0,01 pM, 0,05 uM, 0,1
uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM (NVP-BKM120 (ChemieTek, Indianapolis,
Indiana, Vereinigte Staaten)) behandelt. Die Kontrollproben wurde nicht mit Buparlisib
behandelt. Die photometrische Messung wurde an den folgenden 10 Tagen wiederholt. Aus den
Quadruplikaten wurden die Mittelwerte errechnet. Alle Sdulendiagramme stellen den
Mittelwert + die Standardabweichung dar. Die Normalverteilung der Werte wurde mittels
Kolmogorov-Smirnow-Test iiberpriift. Die Signifikanztestung erfolgte mittels zweifaktorieller
Anova ohne Messwiederholung (vgl. Abbildung 14 A und 15 A) bzw. einfaktorieller Anova
ohne Messwiederholung (vgl. Abbildung 14 B, 14 C, 15 B und 15 C) und dem Bonferroni-Post-
Hoc-Test. Ein Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (*: p < 0,05, **: p
< 0,01, ***: p <0,001). Bei fehlender Normalverteilung wurde Mann-Whitney-U-Test bzw.
eine einfaktorielle Anova nach Kruskal-Wallis und der Dunn’s-Post-hoc-Test durchgefiihrt.

Signifikanzen wurden nach obigem Schema mit ¢ statt * gekennzeichnet.
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3.5. Adipogene Differenzierung

Um die Auswirkungen der Buparlisibsupplementierung auf die adipogene Differenzierung
nachverfolgen zu kénnen, wurden die Stammzellen in den folgenden Versuchen zunéchst fiir
zwei Wochen, im spdteren Verlauf fiir eine Woche in adipogenem Differenzierungsmedium
(ADM) kultiviert. Dem Kultivierungsmedium wurden dazu 1 uM Dexamethason und 0,5 mM
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX), beide gelost in DMSO, sowie 200 uM Indomethacin in
Ethanol gelost und 10 puM Insulin (10 mg/ml) (alle von Sigma-Aldrich) zugefiigt. Die
Differenzierung wurde mit Erreichen der Konfluenz gestartet, wobei je nach Versuchsaufbau
am gleichen Tag die entsprechenden dO-Kontrollproben erhoben wurden. Fiir jede Probe, die
mit ADM differenziert wurde, wurde eine Kontrollprobe angelegt, die wihrend dieser Zeit mit

CM kultiviert wurde.

3.6. Oil Red-Fiarbung und Quantifizierung

Die Oil Red-Féarbung erlaubt die Quantifizierung von in adipogen differenzierten Zellen
eingelagerten Triglyceriden anhand ihrer optischen Dichte. Die adipogene Differenzierung der
ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe wurde unter Einfluss verschiedener
Buparlisibkonzentrationen sowie bei Kultivierung in ADM bzw. CM untersucht. Dafiir wurden
ASCs der Passage 5 und 6 in einer Dichte von 5.000 Zellen/cm? in eine 24 Well-Platte (Greiner
Bio-One) ausgesdt und bis zum Erreichen der Konfluenz mit CM behandelt. AnschlieBend
wurden die ASCs fiir eine Woche mit ADM bzw. CM kultiviert, welches mit Buparlisib
unterschiedlicher Konzentrationen (OpM, 1 uM, 5 uM und 10 uM) supplementiert wurde. Der
Medienwechsel erfolgte alle drei Tage.

Nach zwei- bzw. einwochiger Differenzierung bzw. Kultivierung wurden die Zellen mit Oil
Red-Firbelosung gefarbt. Hierfiir wurden die Zellen mit 1 ml gekiihltem PBS pro Well-Platte
gewaschen und mit 500 pl einer 10%igen Formalinlosung (formalin solution, neutral buffered,
10 % (Sigma-Aldrich) in PBS) fixiert. Nach fiinfminiitigem Einwirken wurde der Uberstand
vorsichtig abpipettiert und das restliche Formalin mit 500 pl 60%igem Isopropanol ((Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) in PBS) ausgewaschen. Der Uberstand wurde ebenfalls
griindlich abpipettiert und die 24 Well-Platte zum Trocknen mit offenem Deckel unter dem
Abzug (Digestorium Airflow Controller AC2 (Waldner, Wangen im Allgéu, Deutschland))
stehen gelassen. Wihrenddessen konnte die Oil Red-Farbelosung durch eine 3:2-Verdiinnung

der Stammlosung (s.u.) mit destilliertem Wasser (ddH>O (Merck Millipore) hergestellt werden.
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Diese wurde im Anschluss durch eine 20 ml Spritze mit aufgesetztem Minisart® NML-
Spritzenvorsatzfilter (0,2 pm PorengrofBe (Sarstedt)) in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen filtriert.
Die Stammlosung wurde im Voraus angefertigt und im Kiihlschrank (Liebherr, Bulle, Schweiz)
bei 4 °C gelagert. Dazu wurden 175 mg Oil Red O (1-([4-(Xylylazo)xylyl]azo)-2-naphthol
(Sigma-Aldrich)) in 50 ml Isopropanol gelost und iiber Nacht bei 37 °C mit einem Heizriithrer
(Variomag (Thermo Fisher Scientific) vermischt. AnschlieBend wurde die Suspension filtriert.
Nachdem die 24 Well-Platte vollstindig getrocknet war, wurden je 500 ul der Oil Red-
Féarbelosung zugegeben. Der Blank wurde in einer Well-Platte ohne Zellen angelegt. Die
Féarbung wurde alle 10 Minuten unter dem Mikroskop bei 40- bzw. 100-facher Vergroflerung
kontrolliert. Die Einwirkdauer betrug insgesamt 30-40 Minuten. SchlieBlich wurde der
Uberstand vorsichtig abpipettiert und die Well-Platten vier Mal mit 500 ul ddH,O gewaschen,
wobei das Wasser beim letzten Waschen nicht verworfen wurde. Die Zellen wurden unter dem
Mikroskop bei 40-facher VergroBerung fotografiert.

Quantifiziert wurde die optische Dichte der Féarbungen anschlieBend durch eine
plattenphotometrische Messung (Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific)) bei einer
Absorption von 520 nm Wellenldnge. Dazu wurden die Well-Platten drei Mal mit 500 pl
60%igem Isopropanol gewaschen und der Farbstoff durch Zugabe von 200 pl 100%igem
Isopropanol extrahiert. Nach fiinfminiitigem Einwirken wurden 100 pl des Uberstandes zur
Messung in eine 96 Well-Platte tliberfiihrt.

Die urspriinglich geplante Kultivierungszeit von zwei Wochen wurde im Verlauf der
Versuchsdurchfithrung aufgrund starker zytotoxischer Einfliisse von Buparlisib auf eine Woche
verkiirzt. Bei Buparlisibkonzentrationen von 10 pM kam es beim ersten Waschen mit PBS zum
Ablosen der Zellen, sodass eine anschlieBende Quantifizierung nicht mehr moglich war.
Infolgedessen wurden auch die Inhibitorkonzentrationen von 1 uM, 5 uM und 10 uM auf 0,1
uM, 1 uM, 5 uM bzw. 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM und 2,5 pM reduziert. Die Sdulendiagramme
beziehen sich dementsprechend auf die optische Dichte der Oil Red-Féarbung nach einwdchiger
Kultivierung der Zellen mit adipogenem Differenzierungsmedium.

Bei Patient 1, 2, 6 wurden Duplikate angelegt, fiir Patient 3, 4, 5 Quadruplikate. Aus den Proben
wurden die Mittelwerte errechnet. Alle Sédulendiagramme stellen den Mittelwert + die
Standardabweichung dar. Die Normalverteilung der Werte wurde mittels Shapiro-Wilk-Test
iiberpriift. Da eine Testung auf Normalverteilung bei n <2 nicht moglich ist, erfolgte die weitere
Testung von Patient 1,2 und 6 unter Annahme einer Normalverteilung. Die Signifikanztestung
erfolgte bei bestehender Normalverteilung mittels zweifaktorieller Anova ohne

Messwiederholung und dem Bonferroni-Post-Hoc-Test sowie einem zweiseitigem t-Test
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unabhéngiger Stichproben. Ein Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen
(*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p <0,001). Bei fehlender Normalverteilung wurde der Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt. Signifikanzen wurden nach obigem Schema mit ¢ statt *

gekennzeichnet.

3.7. RNA-Isolierung

Um die Genexpression von Zellen aus betroffenem und gesundem Gewebe mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) vergleichen zu konnen, musste die RNA zunichst aus den
Zellen extrahiert werden. Fiir die Isolierung wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) geméB den Herstellerangaben verwendet. Mit Ausnahme des 3-Mercaptoethanols
(Sigma-Aldrich), PBS und des Ethanols (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) entstammten alle
eingesetzten Chemikalien diesem Kit.

Die RNA wurde aus Zellen der Passage 5 und 6 isoliert, wobei diese zuvor in einer Dichte von
5.000 Zellen/cm? in Form von Triplikaten in 6-Well-Platten (Greiner Bio-One) ausgesit
wurden. Die Proliferation wurde regelmaBig unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Sobald der
Boden der Well-Platten mit Zellen bedeckt war, wurde die RNA der dO-Proben isoliert. Es
wurden je drei dO-Proben angelegt. Die restlichen Zellen wurden fiir eine Woche adipogen
differenziert bzw. mit Kultivierungsmedium kultiviert. ADM und CM wurde Buparlisib der
Konzentrationen 0 pM, 1 uM und 10uM zugefiigt. Der Medienwechsel erfolgte alle drei Tage.
Am siebten Tag der Differenzierung erfolgte die RNA-Extraktion der librigen Proben.

Dazu wurden die Zellen mit je 2 ml PBS gewaschen und anschliefend mittels 350 ul RLT-
Puffer lysiert. Dieser beinhaltet eine hohe Konzentration an chaotropen Salzen, die durch ihre
Tonizitdt zum Aufbrechen der Biomembranen fithren und frei gewordene RNasen denaturieren.
Der Lysepuffer wurde zuvor mit 1 % B-Mercaptoethanol versetzt, der die RNA vor Oxidation
schiitzt. Nach kurzem Einwirken wurde die Suspension durch mehrmaliges Abspiilen der Well-
Platten in ein 1,5 ml Sammelgefal (Sarstedt) iiberfiihrt und sofort auf Eis gestellt. AnschlieBend
wurde dem Sammelgefdl ein dem Lysepuffer dquivalentes Volumen an 70%igem Ethanol in
ddH20O zugefiigt. Die Losung wurde mittels Auf- und Abpipettierens sorgféltig gemischt und
maximal 700 pl in eine Zentrifugationssaule iiberfiihrt. Diese beinhaltet eine Silica-Membran,
die negativ geladene RNA einer Linge von mehr als 200 Basen durch ihre positive Ladung mit
hoher Affinitét bindet. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 13.000 U/min (Umdrehungen pro
Minute) fiir 30 Sekunden. Der Durchfluss mit Zellmembrantrimmern, DNA, Proteinen,

Fettsduren und Salzen wurde verworfen. Bei einem Gesamtvolumen der Losung tiber 700 pl
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wurde der Vorgang entsprechend hiufig wiederholt. Die an die Silica-Membran gebundene
RNA wurde im weiteren Verlauf unter Zugabe unterschiedlicher Waschpuffer dreimal
gewaschen (13.000 U/min, zwei Mal fiir 30 Sekunden, einmal fiir zwei Minuten). Zunéchst
wurden je 700 ul RW1-Puffer in die Sdule pipettiert. Fiir die ndchsten beiden Waschvorginge
wurden je 500 ul RPE-Puffer verwendet. Der Durchfluss wurde jeweils verworfen. Um die
Membran vollstindig zu trocknen, wurde das Sammelr6hrchen der Isolationssédule gewechselt
und bei 13.000 U/min fiir 60 Sekunden zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein neues 1,5 ml
Sammelgefal} iiberfiihrt. Durch Zugabe von 30 pl Nuklease-freiem Wasser wurde die RNA bei
einer weiteren einminiitigen Zentrifugation bei 13.000 U/min aus der Membran eluiert und ihre
Konzentration photospektrometrisch (Nano Drop 2000 c¢, 220-350 nm (Thermo Fisher
Scientific)) bestimmt. Die Reinheit der RNA wurde iiberpriift, indem die Absorptionen bei
260 nm und 280 nm ermittelt wurde. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung im
Gefrierschrank bei - 80 °C eingefroren.

Ahnlich wie bei den Versuchen zur adipogenen Differenzierung war der zytotoxische Einfluss
von 10 uM Buparlisib auf die Zellen zu hoch, um eine fiir den weiteren Versuchsaufbau
ausreichende Menge RNA zu extrahieren, weshalb die entsprechend behandelten Proben im

weiteren Verlauf verworfen wurden.

3.8. Reverse Transkription

Da es sich bei dem in der PCR verwendeten Enzym um DNA-abhidngige DNA-Polymerasen
handelt, die folglich Desoxyribonukleinsduren als Matrizen benétigen, musste die extrahierte
RNA zunichst in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Die Reverse
Transkription erfolgte unter Verwendung des QuantiTect Reverse Transkription Kits (Qiagen)
gemal den Herstellerangaben. Alle verwendeten Chemikalien stammten aus diesem Kit.

Zum Entfernen moglicher Reste genomischer DNA in den Proben, die zu falsch-positiven
Ergebnissen in den PCRs fiihren wiirden, wurde der eigentlichen Reversen Transkription ein
DNA-Verdau vorangestellt. Dazu wurden pro 1 nug RNA je 2 ul des 7-fach konzentrierten
gDNA-Wipeout-Puffers zugegeben und mit RNase freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von
14 ul aufgefiillt, welches nach sorgfiltigem Mischen fiir zwei Minuten bei 42 °C im Thermo
Cycler CFX96 C1000 Touch (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, Vereinigte Staaten)
inkubiert wurde. Fiir die Reverse Transkription wurde zu den vorherigen 14 ul aufbereiteter
RNA je 4 pl 5-fach konzentrierten RT-Puffer, 1 pl RT Primer Mix und 1 pl Quantiscript
Reverse Transkriptase, die fiir die Umschreibung verantwortliche RNA-abhingige DNA-
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Polymerase, pipettiert und ebenfalls gut vermischt. Es folgte eine Inkubation fiir 15 Minuten
bei 42 °C. Bei den hinzugefligten Primern handelte es sich einerseits um spezifisch an den Poly-
A-Schwanz der mRNA bindende Oligo-dT-Primer, andererseits um Primer mit kurzen
zufilligen Sequenzen, die nicht spezifisch fiir ein bestimmtes Gen sind, sondern deren
komplementire Sequenzen iiberall im Genom vorkommen, sog. Random Hexamer Primer.
Durch die unterschiedlichen Bindungseigenschaften wurde die vollstindige Umschreibung der
gesamten in den Proben enthaltenen RNA bewerkstelligt. Durch eine anschlieBende
dreiminiitige Inkubation bei 95 °C wurden die Reverse Transkriptase sowie gebildete RNA-
DNA-Hybridmolekiile denaturiert. Die erhaltene cDNA wurde fiir die weitere Verwendung auf
Eis gestellt oder im Gefrierschrank bei -20 °C (Liebherr) eingefroren.

3.9. Polymerasekettenreaktion

Mit der Polymerasekettenreaktion konnen spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert und
beziiglich ihrer Expression untersucht werden. Dabei wird die gebildete Kopienzahl der
mRNAs der Zielgene bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe miteinander
verglichen, die zuvor auf die Kopienzahl eines sogenannten Housekeeping-Gens, welches
unabhéngig des physiologischen Zustands der Zelle exprimiert wird, normalisiert wurden.
Durch dieses Verhaltnis konnen Riickschliisse iiber Regulationsvorginge in den Zellen gezogen
werden. Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet. Als Zielgene wurden die
proapoptotisch wirksamen Gene von Apoptoseregulator BAX (BAX1), Bad (BAD),
Apoptoseregulator BAK (BAKI1), Caspase 3 (CASP3) Tumorprotein p53 (TP53) und
Retinoblastom-assoziiertem Protein (RB1) bzw. antiapoptotisch wirksame Gene von
Apoptoseregulator Bcl-2 (BCL2) und Bcel-X(L), welcher durch BCLXL codiert wird, sowie
Gene des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs, wie PIK3R1, PIK3CA, PTEN, AKT1, MTOR,
EIF4EBP1 und RPS6KBI untersucht.

Fiir die Amplifikation wurde der DyNAmo ColorFlash SYBR Green Master Mix (Thermo
Fisher Scientific) gemdll den Herstellerangaben verwendet, der die bendétigten
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTPs), den fiir die Reaktionsbedingungen optimalen
Puffer, die DNA-Polymerase und SYBR Green beinhaltet. Des Weiteren wurden Primer
benotigt, die eine definierte komplementére Sequenz des Zielgens spezifisch binden. Bezogen
wurden die Primer von Eurofins MWG Operon (Louisville, Kentucky, Vereinigte Staaten). Die
Primersequenzen wurden mit der Primer-Blast-Software auf der Homepage des National

Center for Biotechnology Information (NCBI) erstellt, welches der United States National
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Library of Medicine (NLM) untergeordnet ist. Diese ist Bestandteil des National Institutes of
Health (NIH). Tabelle 1 zeigt eine Auflistung aller verwendeten PCR-Primer, deren

Basenabfolge und Annealing-Temperatur.

Tabelle 1: Codierende Gene, Sequenzen und Annealing-Temperaturen der verwendeten
PCR-Primer

Sequenz Annealing-
Temperatur

GAPDH forward | 5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’ 60 °C
reverse | 5'-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’

BAD forward | 5'-TCACAAATCCTCCCCAAGTGG-3’ 60 °C
reverse | 5'-GAATGCGCCCTAAATCACTGA-3’

BAX1 forward | 5'-TTCCGAGTGGCAGCTGAGATGTTT-3" 60 °C
reverse | 5-TGCTGGCAAAGTAGAAGAGGGCAA-3’

BAK1 forward | 5'-TCATCGGGGACGACATCAAC-3’ 63 °C
reverse | 5'-CAAACAGGCTGGTGGCAATC-3’

CASP3 forward | 5'-GCAAACCTCAGGGAAACATT-3’ 60 °C
reverse | 5-TTTTCAGGTCAACAACAGGTCCA-3’

TPS3 forward | 5'-GGAGTATTTGGATGACAGAAAC-3’ 60 °C
reverse | 5'-GATTACCACTGGAGTCTTC-3’

RB1 forward | 5"-TTGGATCACAGCGATACAAACTT-3’ 60 °C
reverse | 5'-AGCGCACGCCAATAAAGACAT-3’

BCL2 forward | 5'-ATCGCCCTGTGGATGACTGAG-3’ 60 °C
reverse | 5'-CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG-3’

BCL-XL forward | 5"-GCCACTTACCTGAATGACCACC-3’ 60 °C
reverse | 5'-AACCAGCGGTTGAAGCGTTCCT-3’

PIK3R1 forward | 5"-ACCACTACCGGAATGAATCTCT-3’ 60 °C
reverse | 5'-GGGATGTGCGGGTATATTCTTC-3"

PIK3CA forward | 5'-AGAGCCCCGAGCGTTTCTG-3’ 62 °C
reverse | 5'-GGTCGTGGAGGCATTGTTCT-3"

PTEN forward | 5'-GGACGAACTGGTGTAATGATATG-3’ 60 °C
reverse | 5-TCTACTGTTTTTGTGAAGTACAGC-3’
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AKT1 forward | 5-TCTATGGCGCTGAGATTGTG-3’ 57 °C
reverse | 5-CTTAATGTGCCCGTCCTTGT-3’

MTOR forward | 5"-CGAAGCCGCGCGAACC-3’ 59 °C
reverse | 5-ATTCCGGCTCTTTAGGCCAC-3’

EIF4EBP1 | forward |5-GGAGTGTCGGAACTCACCTG-3’ 59 °C
reverse | 5'-ACTGTGACTCTTCACCGCC-3’

RPS6KB1 | forward |5-TGTCGACAGCCCAGATGACT-3’ 60 °C

reverse | 5-ATTTGACTGGGCTGACAGGT-3’

Fiir die Durchfiihrung der PCR wurden je 5 ul zweifach konzentrierter DyNAmo ColorFlash
SYBR Green Master Mix, 0,5 pl forward Primer (10 pmol/ul), 0,5 pl reverse Primer
(10 pmol/pl) und 3 pl RNase freies Wasser zu 1 pl (50 ng) der cDNA-Proben in eine 48 Well-
Platte (Greiner Bio-One) pipettiert. AuBBerdem wurde eine No Template Control angelegt, bei
der statt der cDNA 1ul RNase freies Wasser zugegeben wurde. Nach der Zentrifugation
(EcoSpin™ Zentrifuge, Elmi, Riga, Lettland) zum Entfernen vorhandener Luftbldschen wurde
die PCR-Software des Illumina Eco Real-Time PCR Systems (San Diego, Kalifornien,
Vereinigte Staaten) gestartet. Die PCR wurde anhand des folgenden Schemas durchgefiihrt:

Polymerase - PCR - Schmelzkurve
Aktivierung Zyklen
100°C 95°C 95°C 95°C 95°C

10:00 00:10 \ / 00:15 \ 00:15
72°C
75°C
6OOC* / 00:25
55°C

00:20
50°C 00:15
25°C
40 Zyklen
Schritt 1 Schritt 2-4 Schritt 5-7

Abbildung 129: Schematische Darstellung der einzelnen PCR-Schritte. *Annealing-Temperatur
abhdngig vom Primer (in der Regel 60 °C). (eigener Entwurf in Anlehnung an das PCR-Layout der
Software des lllumina ECO Real-Time PCR Systems)
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Zu Beginn der quantitativen real-time RT-PCR (qRT-PCR) wurde die Polymerase bei einer
initialen Inkubation von 95 °C aktiviert. Dabei wurde die Bindung des Enzyms an einen
stabilisierenden Antikorper gelost, der einen vorzeitigen Start der Polymerisation bei
niedrigeren Temperaturen verhindert. Daher wird diese auch als Hot-Start-Polymerase
bezeichnet. Bei einer weiteren Denaturierung bei 95 °C wurden die im Verlauf gebildeten
DNA-Doppelstringe voneinander getrennt. Im dritten Schritt lagerten sich die Primer bei ihrer
spezifischen Annealing-Temperatur an die zu ihnen komplementdren Basensequenzen der
cDNA an. Bei 72 °C wurden die Primer anschlieBend von der Polymerase in 5°-3"-Richtung
verldngert (Schritt 4). AuBBerdem erfolgte am Ende jedes 4. Schrittes eine Fluoreszenzmessung
des SYBR Green-Farbstoffes. Dieser interkaliert in doppelstringige DNA und wird auf diese
Weise zur Anregung der Fluoreszenz befdhigt. Durch die Zunahme der gemessenen
Fluoreszenz am Ende jedes Amplifikations-Zyklus konnte die Menge an neu synthetisierter
DNA in Echtzeit quantifiziert werden. Insgesamt durchlief die cDNA 40 Polymerisationszyklen
(Schritt 2-4).

Zum Ende jeder PCR wurde ein Schmelzkurvenprogramm (Schritt 5-7) durchgefiihrt, um zu
iiberpriifen, ob die gemessene Fluoreszenz nur auf ein entstandenes Produkt zuriickzufiihren
ist. Die Fluoreszenz wurde wihrend des Schmelzkurvenprogramms kontinuierlich gemessen.
Dazu wurden die komplementiren DNA-Stringe bei 95 °C getrennt und auf 55 °C
herabgekiihlt, wobei sich die entstandenen Einzelstrange neu zusammenlagerten. Anschliefend
wurden die Proben um 0,1 °C/s bis auf 95 °C erwdrmt. Wihrend des Temperaturanstieges kam
es zum erneuten Auftrennen der Doppelstrange, was durch einen Fluoreszenzabfall detektiert
wurde. Je mehr Basen komplementéir gebunden waren, desto eine hohere Temperatur wurde
bendtigt, um die zwischen den Stringen ausgebildeten Wasserstoffbriicken (bei Guanin-
Cytosin-Bindungen drei, bei Adenin-Thymin-Bindungen zwei) zu l6sen. Zu Beginn des
Schmelzprogramms wurde eine relativ hohe Fluoreszenzintensitét gemessen, da bei 55 °C viele
DNA-Molekiile auch unspezifisch doppelstrangig vorlagen. Diese konnten im weiteren Verlauf
bei relativ niedrigen Temperaturen voneinander getrennt werden. Da die unspezifisch
gebundenen Sequenzen im Vergleich zum Hauptprodukt der PCR nur in geringer Menge
vorhanden waren, blieb der Fluoreszenzabfall zundchst gering. Wurde eine bestimmte
Temperatur erreicht, 16sten sich die Doppelstringe des spezifischen PCR-Produkts und die
Fluoreszenz fiel aufgrund seiner hohen Kopienzahl schlagartig ab. Bei dieser Temperatur
handelte es sich um die fiir die amplifizierte Gensequenz spezifische Schmelztemperatur, die

von der Linge der Sequenz und dem GC-Basengehalt abhéingt. Der Graph der Schmelzkurve
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wurde durch die verwendete Software ersten Grades abgeleitet, wobei sich Abfall der
Fluoreszenzintensitit als Maximum darstellte. Lag der Peak nicht bei der fiir die zu
untersuchenden Gensequenz spezifische Schmelztemperatur oder waren mehr als ein Peak
vorhanden, konnte von der Amplifizierung eines vom Primer unspezifisch gebunden DNA -
Abschnittes ausgegangen werden. Daten einer solchen PCR wurden nicht verwendet.

Als Ergebnis der PCR wird der sogenannte Ct-Wert errechnet. Dieser entspricht der Anzahl an
PCR-Zyklen, bei der die Fluoreszenz einen bestimmten Schwellenwert tiberschreitet. Mit der
AACt-Methode (260) kann anschlieBend die relative Genexpression bestimmt werden. Dabei
wird der erhaltene Ct-Wert zum einen auf ein Housekeeping-Gen normiert, zum anderen auf
eine als Kalibrator definierte Probe. Zundchst wird die Differenz zwischen dem Ct-Wert des
Housekeeping-Gens und des Zielgens gebildet (ACt Probe = Ct Zielgen — Ct Referenzgen). Als
Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet, das fiir die Expression der Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase verantwortlich ist. Es wird angenommen, dass das Enzym
unabhéngig des physiologischen Zustands der Zelle exprimiert wird. Bei der zweiten
Normierung (AACt = ACt Probe - ACt Kalibrator) wurde sich in dieser Arbeit auf den Mittelwert
der dO-Proben von Zellen aus unbetroffenem Gewebe bezogen. Da sich die zu untersuchenden
Gensequenzen unter der Annahme einer 100%igen PCR-Effizienz mit jedem Zyklus
verdoppeln, entspricht die relativen Genexpression einer normierte Zyklendifferenz von 22,
Zur statistischen Analyse wurde der Mittelwert der relativen Genexpression der Zellen, die in
Form von Triplikaten angelegt wurden, sowie die Standardabweichung ermittelt. Alle
Sdulendiagramme stellen den Mittelwert + die Standardabweichung dar. Die Normalverteilung
der Werte wurde mittels Shapiro-Wilk-Test tiberpriift. Die Signifikanztestung erfolgte mittels
zweiseitigem t-Test unabhingiger Stichproben. Ein Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch
signifikant angesehen (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001). Bei fehlender
Normalverteilung wurde Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Signifikanzen wurden nach

obigem Schema mit ¢ statt * gekennzeichnet.

3.10. Proteinisolierung

Da durch die RNA-Analyse keine konkrete Aussage iiber die spitere Translation und damit
iiber die gebildeten Proteine von Zellen aus betroffenem Gewebe getroffen werden kann, wurde
deren Proteinexpression als weitere Regulationsebene durch Immunoblotting untersucht. Dafiir
wurden Zellen der Passage 6 von gesundem und betroffenem Gewebe in einer Dichte von 5.000

Zellen/cm? in je 6 Zellkulturschalen (Greiner Bio-One) ausplattiert und bis zur vollstandigen
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Konfluenz mit Kultivierungsmedium kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir eine
Woche mit CM kultiviert, welches mit Buparlisib der Konzentration 1 pM supplementiert
wurde. AuBerdem wurden Kontrollen ohne Buparlisibzugabe angelegt. Am siebten Tag wurden
die Proteine isoliert. Dazu wurden die Schalen mit ca. 5 ml einer Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS (Sigma-Aldrich), 1:3 verdiinnt in autoklaviertem Leitungswasser) gewaschen. Es wurde
bewusst auf den Einsatz phosphathaltiger Puffer verzichtet, um deren spitere Interaktion mit
phosphorylierungssensitiven Antikdrpern auszuschlieBen. Nach Zugabe weiterer 5 ml HBSS
wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers (Sarstedt) vom Plattenboden geldst und die
Suspension in einem 15 ml Sammelgefif (Sarstedt) auf Eis gestellt. Das Uberfiihren der Zellen
wurde lichtmikroskopisch tiberpriift. Es folgte eine fiinfminiitige Zentrifugation (Rotina 380 R)
bei 300 rcf. Die Zellpellets wurde in je 100 pl eines Proteinlysepuffers resuspendiert, der sich
aus einem RIPA-Puffer (5 ml eines 1M Tris ph 8,8, 3 ml einer SM NaCL-L6sung, 1 ml Triton-
X-100, 1 ml 10 % SDS-Puffer auf 100 ml Aqua dest (Sigma-Aldrich)) zum Losen der
Zellmembranen und den Protease-Inhibitoren cOmplete™ (Roche Holding AG, Basel,
Schweiz) und PhosSTOP™ (Roche Holding AG) zusammensetzte. Bei einer
zwanzigminiitigen Zentrifugation (Heraeus™ Biofuge Fresco, Thermo Fisher Scientific) bei 4
°C und 13.000 U/min wurden die Proteine von den Zellresten separiert, welche sich als Pellet
niederschlugen. Die im Uberstand enthaltenen Proteine wurden ohne das Pellet zu beriihren in
ein neues 1,5 ml Sammelgefal iiberfithrt und 5 pl fiir die anschlieBende Konzentrationsmessung
aliquotiert. Die Proteinproben wurden bis zur Verwendung in der Gelelektrophorese im
Gefrierschrank bei - 80 °C eingefroren.

Die Konzentrationsmessung der in den Proben enthaltenen Proteine erfolgte unter Verwendung
des DC™ Protein Assay Kits (Bio-Rad Laboratories) mit den enthaltenen Reagenzien A, B und
S. Zunidchst wurde eine Eichlosung bekannter Proteinkonzentration durch eine 1:2
Verdiinnungsreihe des Proteinstandards II (1,38 mg/ml (Bio-Rad Laboratories)) mit
destilliertem Wasser hergestellt. Diese wurde in Form von Triplikaten von je 5 pl der
Konzentrationen 1,38 mg/ml, 0,69 mg/ml, 0,345 mg/ml, 0,1725 mg/ml, 0,08625 mg/ml und
0,043125 mg/ml in eine 96 Well-Platte pipettiert. Die zu untersuchenden Proteine wurden im
Verhiltnis 1:10 mit ddH>O verdiinnt und ebenfalls als 5 pl-Triplikate angelegt. AnschlieBend
wurden je 25 pl einer Suspension aus den Reagenzien A und S zu den Proben und dem
Proteinstandard gegeben, wobei pro bendtigtem Milliliter des Reagenz A 20 ul des Reagenz S
supplementiert wurden. Durch die Zugabe von je 200 pl des Reagenz B wurde eine Reaktion
in Gang gesetzt, die zu einem Farbumschlag entsprechend der in den Proben enthaltenen

Proteinkonzentration fiihrte. Dabei wird das im Reagenz A enthaltene Kupfer unter alkalischen
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Bedingungen zu Cu’ reduziert, welches sich primdr mit den Aminosduren Tyrosin und
Tryptophan, aber auch mit Cytosin, Cystein und Histidin zu einem Protein-Kupfer-Komplex
zusammenlagert. Dieser Komplex reduziert anschlieend das im Substrat B enthaltene Folin-
Ciocalteu-Reagenz zu einem blauen Molybdéan-Farbstoff. Je mehr Protein in den Proben
enthalten war, desto intensiver wurde die Blaufarbung. Nach einer fiinfzehnminiitigen
Inkubation bei Raumtemperatur unter lichtgeschiitzten Bedingungen wurden die optischen
Dichte der Proben und der Standardreihe bei 750 nm kolorimetrisch mit dem Varioskan-
Plattenphotometer bestimmt. Durch den Vergleich mit der Eichlosung bekannter
Proteinkonzentration wurde die Konzentration der Proben errechnet. Diese Methode beruht auf
einer Modifizierung der Lowry-Proteinkonzentrationsbestimmung (261). Aus den

Konzentrationen der Triplikate wurden die Mittelwerte errechnet.

3.11. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Mit der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) lassen sich Proteine nach ihrer
Ladung und ihrem Molekulargewicht auftrennen. Diese werden zuvor durch die Zugabe von
SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat (Sigma-Aldrich)) denaturiert und in ihre anionische Form
tiberfiihrt. Unter der Wirkung eines elektrischen Feldes durchlaufen sie anschlieBend zwei
Polyacrylamidgele unterschiedlicher Porengrofe in Richtung Anode. Das weitmaschige
Sammelgel ermoglicht den gleichzeitigen Start der Proben zur Proteinauftrennung. Dabei
erzeugen das Vorlauferion Chlorid und das Folgemolekiil Glycin, welches durch den niedrigen
pH vor allem in seiner ungeladenen Form vorliegt, eine Spannung entlang ihrer
Ladungsverteilung, in der sich die Proteine bewegen. Diese werden an der Chlorid-lonen-Front
in Form einer Bande aufkonzentriert bis sie das engmaschige Trenngel erreichen. Dort geht der
Sammeleffekt aufgrund eines hoheren pHs verloren. In Abhingigkeit der Ladungsanzahl und
MolekiilgroBBe wandern die Proteine unterschiedlich schnell durch die Gelmatrix, die wie ein
Sieb wirkt. Je kleiner und negativer geladen das Protein war, desto weiter konnte es im Gel
fortschreiten. Die Lage der Banden der Proben wird im Anschluss mit den Banden eines
Massenstandards verglichen, der eine Leiter bekannter MolekiilgroBen abbildet.

Fiir die SDS-PAGE wurde das Mini-PROTEAN™ Tetra Cell System in Kombination mit dem
PowerPac™ HC High-Current Power Supply von Bio-Rad Laboratories verwendet. Die
Polyacrylamidgele wurden selbst gegossen. Der Vernetzungsgrad des Trenngels wurde dabei
an das Molekulargewicht des zu nachzuweisenden Proteins angepasst. Das Sammelgel wurde

stets in 5%iger Konzentration hergestellt. Das Trenngel wurde aus dem entsprechenden
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Gelpuffer (aus eigener Herstellung), APS (Ammoniumperoxidsulfat, 10 % (Carl Roth) und
TEMED (Carl Roth) gegossen und mit Isopropanol {iberschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren des Gels wurde die Isopropanol-Phase entfernt. Das Sammelgel wurde
analog hergestellt und ein Kamm fiir die Proteintaschen eingesetzt. Tabelle 2 stellt eine
Ubersicht iiber die genaue Zusammensetzung der eingesetzten Sammel- und Trenngele dar. Die
Gelkammer wurde nach dem Aushérten des Sammelgels in die Elektrophorese-Apparatur
eingesetzt und diese bis zur vorgegebenen Markierung mit einfach konzentriertem Laufpuffer
(aus eigener Herstellung — vgl. Tabelle 3) befiillt. Der Kamm wurde vorsichtig abgenommen.
Die Proteinproben wurden mit 15 pl einfach konzentriertem Laemmli-Puffer ((Bio-Rad
Laboratories) 20:1 verdiinnt mit B-Mercaptoethanol) und RIPA-Puffer versetzt und fiir 5
Minuten bei 95 °C gekocht (Thermomixer comfort (Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland).
Das Kochen fiihrt zum Auffalten der Proteine, da Sekundér-, Tertidr- und Quartérstruktur durch
die Hitze zerstort werden. Die Proteinproben wurden zu je 30 ul in die Geltaschen pipettiert.
AuBerdem wurden 10 pl eines Proteinstandards aufgetragen. Bis sich die Proteine am Unterrand
des Sammelgels gesammelt haben, wurde fiir die Gelelektrophorese eine Spannung von 80 V
angelegt. Sobald die Proteine ins Trenngel gewandert waren, wurde diese fiir die Restlaufzeit

auf 140 V erhoht.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Gel Bestandteile des Gelpuffers Eingesetzte Volumina

pro Gel

Sammelgel 5 % Aqua dest. 36 ml | Gelpuffer 1,485 ml
Acrylamid 30 % 30ml | APS 10 % 16 ul
Tris 0,5M (pH 6,8) 22,5 ml | TEMED 3ul
SDS 10 % 9ml

Trenngel 10 % Aqua dest. 36 ml | Gelpuffer 4,485 ml
Acrylamid 30 % 30ml | APS 10 % 30 pl
Tris 1,5M (pH 8,8) 22,5 ml | TEMED 10 ul
SDS 10 % 0,9 ml

Tabelle 3: Zusammensetzung der Laufpuffer

Laufpuffer Bestandteile des Puffers Eingesetzte Menge
Laufpuffer 10x Tris Base 290¢

Glycin 144,0 g

SDS 10g

Auf 1 Liter Aqua dest.
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Laufpuffer 1x Tris Base 29¢g
Gylcin 144 ¢
SDS lg
Auf 1 Liter Aqua dest.

3.12. Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zur Ubertragung von Proteinen auf eine Trigermembran,
auf der sie fiir weitere AntikOrperreaktionen zugéinglich sind. Die Methode geht auf die 1975
von Edwin Southern erfundene Blotting-Technik zum Nachweis von DNA-Fragmenten zuriick,
welche er als Southern-Blot etablierte (262). Entsprechend wurde der RNA-Nachweis als
Northern Blot, der Proteinnachweis als Western Blot bezeichnet.

Beim Blotten durchlaufen die Proteine ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld in
Richtung Pluspol, wobei sie durch ionische und polare Wechselwirkungen an eine anodenseitig
gelegene Membran binden. Das Bandenmuster der elektrophoretischen Auftrennung bleibt
erhalten. AnschlieBend werden die Proteine durch zwei Antigen-Antikorper-Reaktionen
nachgewiesen. Der primére Antikorper bindet spezifisch an das Epitop des gesuchten Proteins.
An den Fc-Teil des primédren Antikorpers lagert sich wiederum der sekundére
Markierungsantikorper an, tiber den die Detektion erfolgt. Die verwendeten Antikdrper werden

im Folgenden aufgefiihrt.

Tabelle 4: Primére Antikorper

Name Hersteller Verdiinnung
Mouse-anti-GAPDH Abcam 1:2.000
Rabbit-anti-B-Actin Abcam 1:5.000
Rabbit-anti-PIK3CA Thermo Fisher Scientific 1:5.000
Rabbit-anti-p70 S6 Kinase Merck Millipore 1:1.000
Mouse-anti-phospo-p70 S6 Kinase (Thr389) | Merck Millipore 1:500

Tabelle 5: Sekundéire Antikorper

Hersteller Verdiinnung
IRDye® 800CW Goat Anti-Rabbit IgG LI-COR Biosciences 1:15.000
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IRDye® 680RD Goat Anti-Rabbit IgG LI-COR Biosciences 1:10.000

IRDye® 800CW Goat Anti-Mouse IgG LI-COR Biosciences 1:10.000

IRDye® 680RD Goat Anti-Mouse IgG LI-COR Biosciences 1:15.000

Fiir den Western Blot wurde eine Nitrocellulosemembran (Amersham ™ Protran® 0.2 NC,
300mm x 4 m (GE HealthCare Technologies, Chicago, Illinois, Vereinigte Staaten))
verwendet. Der Western Blot wurde so aufgebaut, dass das Gel und die Nitrocellulose-
Membran jeweils von zwei in einfachkonzentriertem Transferpuffer (aus eigener Herstellung —
vgl. Tabelle 6) getrinkten Whatman-Filterpapieren (Grade 3MM CHR (Cytiva, Marlborough,
Massachusetts, Vereinigte Staaten)) und einem Schwamm in der Western-Blot-Kammer
umgeben waren. Die Membran wurde zunéchst fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Schiittelgerdt (Polymax 2040, Stufe 5 (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland)) in 10
ml Odyssey® Blocking Buffer ((LI-COR Biosciences, Licoln, Nebraska, Vereinigte Staaten),
1:4 verdiinnt in PBS) inkubiert. Mit den im Blocking Buffer enthaltenen Proteinen wurden die
freien Bindungsstellen auf der Membran besetzt. Nach dem Entfernen des Blockierungspuffers
wurde der primdre Antikorper zugegeben und liber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittelgerét
(Stufe 150-200 (Edmund Biihler GmbH, Bodelshausen, Deutschland)) inkubiert. Am néchsten
Tag wurde der Uberstand abgenommen und die Membran zum Entfernen iiberschiissiger
Antikorper drei Mal fiir fiinf Minuten unter Schiitteln (Polymax 2040, Stufe 7) in ca. 20 ml
eines TBS-Tween®-Puffer (Tris-buffered saline stocking solution mit 0,1 % Tween®20-Ldsung
(Sigma-Aldrich)) gewaschen. SchlieBlich wurde der Sekunddrantikorper zugegeben. Die
Detektion erfolgte mittels eines an den Sekundirantikorper gekoppelten Farbstoffs IRDye®
680RD bzw. 800CW, der im Infrarotbereich emittiert. Nach 60-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Schiittelgerét (Polymax 2040, Stufe 5) wurde der Sekundéirantikdrper
entfernt und die Nitrocellulosemembran erneut drei Mal fiir fiinf Minuten in TBS-Tween®-
Puffer gewaschen. Die Visualisierung des Western Blots erfolgte mit dem Odyssey® Infrared
Imaging System (LI-COR Biosciences).

Das Western Blot-Stripping bezeichnet das Ablosen des priméren und sekundédren Antikorpers
von den Proteinen, wodurch diese fiir eine weitere Immundetektion zur Verfligung stehen. In
der vorliegenden Arbeit wurden die Membranen zwei Mal gestrippt. Dazu wurde die Membran
fir zehn Minuten in einfachkonzentrierten NewBlot™ Nitro Stripping Buffer (LI-COR
Biosciences) 5x, verdiinnt in ddH20) inkubiert (Polymax 2040, Stufe 5) und anschlieend drei
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Mal fiir fiinf Minuten in TBS-Tween gewaschen. Nach dem zehnminiitigen Blockieren freier
Bindungsstellen durch die Zugabe von 10 ml Odyssey® Blockierungspuffer (1:4 verdiinnt in
PBS) wurde der neue Primérantikorper auf die Membran gegeben und iiber Nacht bei 4 °C auf
ein Schiittelgerdt (Stufe 150-200 (Edmund Biihler GmbH)) gestellt. Die weitere Durchfithrung

erfolgte nach dem oben beschriebenen Protokoll.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Transferpuffer

Transferpuffer Bestandteile des Puffers Eingesetzte Menge
Transferpuffer 10x Tris Base 30,0 g

Glycin 1440 g

Auf 1 Liter Aqua dest.
Transferpuffer 1x Transferpuffer 10x 100 ml

Methanol 200 ml

Aqua dest. 1000 ml

Mittels Western Blots wurde einerseits die Proteinexpression der PI13-Kinase selbst, sowie die
Expression der RPS6-Kinase 1 und dem Anteil der phosphorylierten p-RPS6-Kinase 1 am
Gesamtprotein bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe untersucht. Die
verwendeten Primir- und Sekundérantikorper sind in Tabelle 5 und 6 aufgefiihrt. Insgesamt
wurden drei Patienten untersucht. Die Proben wurden als Unikate angelegt. Die Auswertung
der Western Blots erfolgte mittels Quantifizierung der optischen Dichte der Banden des
jeweiligen Zielgens, die mit der optischen Dichte der Bande des Housekeeping-Gens derselben
Probe ins Verhiltnis gesetzt wurden. Als Housekeeping-Gene wurden GAPDH und B-Actin
verwendet. Zur statistischen Analyse wurde der Mittelwert der Proteinexpression der ASCs
aller Patienten sowie die Standardabweichung ermittelt und als zusammenfassendes Diagramm
dargestellt, welches den Mittelwert + die Standardabweichung zeigt. Bei Darstellung der
Proteinexpression der einzelnen Patienten wurde folglich auf die Darstellung der
Standardabweichung verzichtet. Die Normalverteilung der Werte wurde fiir das
zusammenfassende Diagramm mittels Shapiro-Wilk-Test iiberpriift. Bei der Darstellung der
einzelnen Patienten wurde von einer Normalverteilung ausgegangen. Die Signifikanztestung
erfolgte mittels zweiseitigem t-Test unabhéngiger Stichproben. Ein Wert kleiner 0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001). Bei fehlender
Normalverteilung wurde Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Signifikanzen wurden nach

obigem Schema mit ¢ statt * gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Vitalititstests mit Resazurin

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Vitalitdtstests mit Resazurin der ASCs von insgesamt
12 Patienten unter der Behandlung von Buparlisib unterschiedlicher Konzentrationen im
zeitlichen Verlauf nach einem, drei und sechs Tagen dargestellt. Hierbei wurde aus allen
Patientendaten die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit ermittelt (vgl. Abbildung 13).
Ubersichtshalber wurden Inhibitorkonzentrationen von 0 pM, 0,1 uM, 1 uM, 2,5 uM und 5 pM
in die Gesamtdarstellung einbezogen

ASCs aus betroffenem Gewebe zeigten an d1, d3 und d6 im unbehandelten Zustand stets eine
hohere durchschnittliche Fluoreszenzintensitit als ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl.
Abbildung 13 A, dI-d6). Unter Zugabe von Buparlisib wurde die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitit bei beiden Zellarten konzentrationsabhingig reduziert, wobei die
Fluoreszenzintensitit der ASCs aus betroffenem Gewebe durch Zugabe von SuM Buparlisib an
allen Tagen unter das Niveau von ASCs aus unbetroffenem Gewebe gesenkt werden konnte.
ASCs aus betroffenem Gewebe wurden durch die Behandlung mit Buparlisib ab d1 signifikant
gehemmt (vgl. Abbildung 13 C, d1), ASCs aus unbetroffenem Gewebe hingegen ab d3 (vgl.
Abbildung 13 B, d3). Des Weiteren wurden ASCs aus betroffenem Gewebe bei gleicher
Konzentration mit hoherem Signifikanzniveau gehemmt als ASCs aus unbetroffenem Gewebe
(vgl. Abbildung 13 B und C, d3 und d6).

Am ersten Tag nach Start der Versuchsreihe (vgl. Abbildung 13, d1) wiesen ASCs aus
betroffenem Gewebe im unbehandelten Zustand im Durchschnitt eine Fluoreszenzintensitét
von 59,76 auf, ASCs aus unbetroffenem Gewebe von 47,20. Die Fluoreszenzintensitit von
ASCs aus betroffenem Gewebe konnte durch die Zugabe von Buparlisib unterschiedlicher
Konzentrationen schrittweise bis auf einen Wert von durchschnittlich 16,04 gesenkt werden.
Bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe fithrte die Zugabe von 5 uM Buparlisib zu einer
Reduktion der Fluoreszenzintensitét auf einen Wert von durchschnittlich 17,01. Be1 ASCs aus
betroffenem Gewebe lieB sich durch Behandlung mit 5 pM Buparlisib bereits eine hoch
signifikante Reduktion der durchschnittlichen Fluoreszenzintensitit im Vergleich zum
Ausgangswert feststellen (vgl. Abbildung 13 C, d1).

Nach drei Tagen (vgl. Abbildung 13, d3) konnte bei unbehandelten ASCs aus betroffenem

Gewebe eine durchschnittliche Fluoreszenzintensitdt von 153,2 nachgewiesen werden, bei
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ASCs aus unbetroffenem Gewebe eine durchschnittliche Fluoreszenzintensitiat von 110,9. Die
Fluoreszenzintensitidt konnte bei ASCs aus betroffenem Gewebe durch die Zugabe von
Buparlisib der Konzentration von 5 uM auf einen Wert von 17,84 und bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe auf einen Wert von 19,48 gesenkt werden. Die Fluoreszenzintensitit
beider Zellarten wurde ab einer Konzentration von 1 pM signifikant zur unbehandelten Probe
gesenkt, wobei das Signifikanzniveau bei ASCs aus betroffenem Gewebe hoher war als bei
ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 13 B und C, d3).

Nach dem sechsten Tag nach Start der Versuchsreihe (vgl. Abbildung 13, d6) lief3 sich bei ASCs
aus betroffenem Gewebe im unbehandelten Zustand eine  durchschnittliche
Fluoreszenzintensitit von 460,78, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe von 316,58
detektieren. Durch die Zugabe von Buparlisib wurde die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitit bei ASCs aus betroffenem Gewebe schrittweise bis auf einen Wert von
30,58 gesenkt, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bis auf einen Wert von 33,6. Ab einer
Inhibitorkonzentration von 1 pM wurden beide Zellarten dabei signifikant zu ihrem
Ausgangswert gehemmt (vgl. Abbildung 13 B und C, d6). Dabei unterschieden sich die
behandelten Proben von ASCs aus betroffenem Gewebe zu einem hoheren Signifikanzniveau

von ihren unbehandelten Kontrollen als die ASCs aus gesundem Gewebe.
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Abbildung 13: Vitalititsessays der ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nach einem, drei
und sechs Tagen unter Buparlisibbehandlung der Konzentrationen 0 uM, 0,1 uM, 1uM, 2,5 uM und
5 uM sowie zweistiindiger Inkubation mit Resazurin. x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse:
Fluoreszenzintensitdt, (A): Vergleich der Fluoreszenzintensitdt der ASCs aus unbetroffenem (hellgrau)
und  betroffenem  (dunkelgrau)  Gewebe  untereinander  bei  den  unterschiedlichen
Buparlisibkonzentrationen,; (B): Vergleich der Fluoreszenzintensitdt der ASCs des unbetroffenen
Gewebes unter Behandlung mit Buparlisib der unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle; (C): Vergleich der Fluoreszenzintensitdt der ASCs des betroffenen Gewebes
unter Behandlung mit Buparlisib der unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle, Mittelwert aus allen Patientendaten + Standardabweichung, Kennzeichnung
der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen MSL-Patienten nach drei Tagen nach Start
der Versuchsreihe separat dargestellt (vgl. Abbildung 14). Dabei wurden
Inhibitorkonzentrationen von 0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 2,5 uM, 5 uM
und 10 uM verwendet.

Ohne Buparlisibzugabe zeigten ASCs aus betroffenem Gewebe durchweg eine hohere
Fluoreszenzintensitét als ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 14 A). Bei 2/3 der
Patienten (vgl. Patient 1, 2, 3,6, 7,9, 10 und 11) unterschied sich die Fluoreszenzintensitdt der
ASCs aus betroffenem Gewebe dabei signifikant von den ASCs aus unbetroffenem Gewebe.
Des Weiteren lief3 sich eine signifikante Reduktion der Fluoreszenzintensitdt unter Einfluss von
Buparlisib bei allen Patienten detektieren (vgl. Abbildung 14 B und C). Bei 7 von 12 Patienten
(vgl. Patient 2, 3, 4, 8, 9, 10 und 11) kam es unter Inhibitorzugabe dabei zur Reduktion der
Fluoreszenzintensitdt der ASCs aus betroffenem Gewebe unter das Mall von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe. Zudem wurde die Fluoreszenzintensitét bei der Hélfte der Patienten
(vgl. Patient 1, 2, 3, 6, 7 und 8) bei ASCs aus betroffenem Gewebe ab einer geringeren
Inhibitorkonzentration signifikant erniedrigt bzw. bei der gleichen Inhibitorkonzentration mit
einem hoheren Signifikanzniveau gesenkt als bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Bei Patient
1 wird die Fluoreszenzintensitit bei ASCs aus betroffenem Gewebe ab einer
Inhibitorkonzentration von 0,1 uM signifikant gesenkt. Ab einer Inhibitorkonzentration von

1 uM wurde die Fluoreszenzintensitit bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe
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im Vergleich zu den unbehandelten Proben hdochst signifikant erniedrigt. Bei Patient 2
unterschied sich die Fluoreszenzintensitit der ASCs aus unbetroffenem Gewebe unter
Buparlisibbehandlung ab einer Konzentration von 1 uM hoch signifikant von der
unbehandelten Kontrolle, bei ASCs aus betroffenem Gewebe hochst signifikant. Bei Patient 3
wurde die Fluoreszenzintensitit der ASCs aus dem betroffenen Gewebe im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle im Gegensatz zu ASCs aus unbetroffenem Gewebe ab einer
Buparlisibkonzentration von 0,01 uM bzw. 1 uM signifikant gesenkt. ASCs aus unbetroffenem
Gewebe wiesen einen signifikanten Unterschied der Fluoreszenzintensitit im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle ab einer Buparlisibkonzentration von 2 uM auf. Bei Patient 6
unterschieden sich ASCs aus betroffenem Gewebe signifikant von ihrer unbehandelten
Kontrolle ab einer Inhibitorkonzentration von 0,01 pM. ASCs aus unbetroffenem Gewebe
unterschieden sich hoch signifikant ab einer Konzentration von 0,1 uM Buparlisib. Bei Patient
7 zeigte sich bei ASCs aus betroffenem Gewebe ab einer Buparlisibkonzentration von 0,05 uM
ein hochst signifikanter Fluoreszenzunterschied zur unbehandelten Kontrolle. Bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe wurde die Fluoreszenz ab einer Konzentration von 0,1 uM signifikant
erniedrigt. Bei Patient 8 wurde die Fluoreszenzintensitdt der ASCs aus unbetroffenem Gewebe
unter der Behandlung von Buparlisib der Konzentrationen 0,1 uM bzw. 1 uM im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle hochst signifikant erniedrigt. ASCs aus betroffenem Gewebe zeigten
einen hochst signifikanten Fluoreszenzintensitdtsunterschied zur unbehandelten Kontrolle ab
einer Konzentration von 0,05 uM Buparlisib.

Bei weiteren fiinf Patienten (vgl. Patient 4, 9, 10, 11 und 12) wurde die Fluoreszenzintensitat
der ASCs unter Einfluss von Buparlisib im Vergleich zum unbehandelten Zustand bei beiden
Zellarten ab einer identischen Buparlisibkonzentration mit dem gleichen Signifikanzniveau
gesenkt. Bei Patient 4 zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Fluoreszenzintensitét
beider Zellarten ab einer Buparlisibkonzentration von 10 uM, bei Patient 11 ab 0,5uM. Bei
Patient 9, 10 und 12 wurde die Fluoreszenzintensitit hochst signifikant ab 0,1 pM bei Patient
9, bzw. 0,05 uM bei Patient 10 und ab 0,5 uM bei Patient 12 reduziert.

Nur bei Patient 5 zeigte sich eine Inhibition der Fluoreszenzintensitit zu hoéherem
Signifikanzniveau seitens der ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Die Fluoreszenzintensitit
wurde bei Patient 5 ab einer Konzentration von 5 uM bei beiden Zellarten signifikant erniedrigt,
wobei der Unterschied bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe hoch signifikant, bei ASCs aus
betroffenem Gewebe hingegen signifikant war. Bei Zugabe von 10 uM Buparlisib kehrte sich
dieses Verhiltnis um. Die Fluoreszenzintensitdt bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe wurde

hoch signifikant, bei ASCs aus betroffenem Gewebe jedoch hichst signifikant gesenkt.
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Abbildung 14: Vitalititsessays der ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe der einzelnen
Patienten nach drei Tagen unter Buparlisibbehandlung der Konzentrationen 0 uM, 0,01 uM, 0,1 uM,
1 uM, 2 uM, 5 uM und 10 uM (Patient 1-6) bzw. 0 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM und 5
uM  (Patient 7-12) sowie nach zweistiindiger Inkubation mit Resazurin. x-Achse:
Buparlisibkonzentration in  uM;  y-Achse:  Fluoreszenzintensitit, (a): Vergleich  der
Fluoreszenzintensitit der ASCs aus betroffenem (grau) und unbetroffenem (weify) Gewebe
untereinander  bei  unterschiedlichen  Buparlisibkonzentrationen;,  (b):  Vergleich  der
Fluoreszenzintensitit der ASCs des unbetroffenen Gewebes unter Behandlung mit Buparlisib der
unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle; (c): Vergleich der
Fluoreszenzintensitit der ASCs des betroffenen Gewebes unter Behandlung mit Buparlisib der
unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle; Mittelwert +
Standardabweichung, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <
0,001 bzw. ¢: p < 0,05, ¢¢: p < 0,01, 4¢: p < 0,001 bei fehlender Normalverteilung

4.2. Adipogene Differenzierung

Dargestellt sind die Ergebnisse zur adipogenen Differenzierung, die durch Oil Red-Fiarbung
und anschlieBende Quantifizierung des Farbstoffes der Extraktionslosung von ASCs aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe nach einwochiger Kultivierung mit ADM bzw. CM
und Supplementierung von Buparlisib unterschiedlicher Konzentrationen untersucht wurde.
Die Versuchsreihe wurde mit ASCs von insgesamt 6 Patienten durchgefiihrt. Zunéchst wird die
durchschnittliche optische Dichte der Extraktionslosungen der Zellen dargestellt (vgl.
Abbildung 15). Hierbei wurde der Durchschnitt der optische Dichte der Extraktionslosungen
aus allen Patientendaten gebildet. Da im Verlauf die Konzentrationen fiir die

Inhibitorbehandlung angepasst wurden, wurden fiir die Darstellung der durchschnittlichen
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adipogenen Differenzierung nur Konzentrationen von 1 uM und 5 uM Buparlisib nach
einwdchiger adipogener Differenzierung beriicksichtigt.

Fiir das Oil-Red-Extrakt von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe war
nach einwochiger adipogener Differenzierung eine im Durchschnitt signifikant hohere optische
Dichte nachweisbar als fiir die Extraktionslosung von adipogen differenzierten Zellen aus
betroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 15). Die optische Dichte der Extraktionslosung von
adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe betrug im unbehandelten Zustand
im Durchschnitt 0,269, bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe
durchschnittlich 0,216. Die optische Dichte der Extraktionslosungen von adipogen
differenzierten Zellen unterschied sich nach einwdchiger Kultivierung nicht signifikant von der
optischen Dichte der Extraktionslosung von ASCs, welche ausschlieSlich mit CM kultiviert
und damit nicht zur Einlagerung von Triglyceriden simuliert wurden. Die optische Dichte der
Oil Red-Farbung bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe lag bei durchschnittlich 0,092, bei
ASCs aus betroffenem Gewebe bei 0,132.

Die durchschnittliche optische Dichte der Extraktionslosungen von adipogen differenzierten
Zellen aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe lieB sich durch die Behandlung mit
Buparlisib senken. Die Supplementierung von 1 puM Buparlisib fiihrte bei adipogen
differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe im Durchschnitt zu einer hoch signifikanten
Reduktion der optischen Dichte der Extraktionslosung auf einen Wert von 0,194, nach Zugabe
von S5uM Buparlisib zu einer hochst signifikant Reduktion der optischen Dichte auf einen Wert
von 0,19. Bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe wurde die optische
Dichte der Extraktionslosung durch 1uM Buparlisib im Mittel auf 0,157 gesenkt. Nach einer
Supplementierung von 5 pM Buparlisib lieB sich eine signifikante Reduktion der
durchschnittliche optische Dichte auf einen Wert von 0,156 nachweisen. Die durchschnittliche
optische Dichte von ASCs aus betroffenem Gewebe betrug unter Supplementierung von 1uM
Buparlisib 0,041, unter Supplementierung mit 5uM Buparlisib 0,033. Bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe wurde eine durchschnittliche optische Dichte von 0,121 unter 1uM
Buparlisib und 0,114 unter SuM Buparlisib detektiert. Ein signifikanter Unterschied zwischen

der optischen Dichte von behandelten und unbehandelten ASCs lie3 sich nicht nachweisen.
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Adipogene Differenzierung

0.5 s

' ——%3. 3 CM_Unbetroffen
o 04 T - E3 CM_Betroffen
g ' _ T ' [ ADM_Unbetroffen
o 03 T @@ ADM Betroffen
2l
S 021-F
2
S 0.1

0.0 . .

0 1 5

Buparlisibkonzentration (uM)

Abbildung 15: Durchschnittliche adipogene Differenzierung. Quantifizierung der Oil Red-Fdrbung
durch photometrische Messung der optischen Dichte nach einer Woche der adipogenen Differenzierung
in  adipogenem  Differenzierungsmedium  (=ADM)  bzw.  Kultivierungsmedium  (=CM),
Supplementierung von 0 uM, 1 uM, 5 uM Buparlisib;, Darstellung von Mittelwerten aus allen
Patientendaten; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: normalisierte optische Dichte,
Mittelwert aus allen Patientendaten + Standardabweichung, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels ¢: p < 0,05, ¢¢: p < 0,01, 464 p < 0,001 bei fehlender Normalverteilung

Im Folgenden (vgl. Abbildung 16) werden exemplarisch mikroskopische Aufnahmen von
adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem (A) und betroffenem Gewebe (B) im
unbehandelten Zustand und unter Behandlung mit Buparlisib der Konzentrationen von 0,1 uM,
1 uM, 2,5 uM und 5 pM aufgefiihrt. Hierbei wird deutlich, dass der Anteil adipogen
differenzierter Zellen, welcher sich durch die rote Farbung ihrer Lipidvakuolen quantifizieren
lasst, unter Zugabe von Buparlisib sukzessive reduziert wurde. Ab einer Konzentration von 1
uM Buparlisib liel3 sich eine deutliche, optische Reduktion der Lipide nachvollziehen. Dieser

Effekt nimmt mit steigender Buparlisibkonzentration zu.
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Abbildung 16: Mikroskopische Aufnahmen adipogen differenzierter Zellen ausgehend von ASCs aus
unbetroffenem (A) und betroffenem (B) Gewebe nach einwochiger adipogener Differenzierung ohne
Buparlisibbehandlung sowie mit Buparlisibbehandlung der Konzentrationen 0,1 uM, 1 uM, 2,5 uM und

5 uM und anschlieffender Oil Red-Férbung unter 40facher Vergrofierung
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Werden die Patienten einzeln betrachtet, lieB sich bei 2/3 der Patienten (vgl. Abbildung 17,
Patient 1, 3, 5 und 6) im unbehandelten Zustand eine signifikant hdhere optischen Dichte fiir
das Extrakt der Oil Red-Farbungen bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem
Gewebe nachweisen als bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe. Bei
Patient 1 und 6 lieB sich dabei ein hochst signifikanter Unterschied zwischen der optischen
Dichte des Extrakts von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe nachweisen, bei Patient 3 ein hoch signifikanter Unterschied und bei Patient 5 ein
signifikanter Unterschied. Unter Einfluss von Buparlisib wurde der signifikante Unterscheid
zwischen der optischen Dichte bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe reduziert bzw. aufgehoben. Bei Patient 1 wurde der hochst signifikante
Unterschied der optischen Dichte der Extraktionslosungen bei Supplementierung von 1 uM
Buparlisib auf ein signifikantes Mal} reduziert. Durch 5 pM Buparlisib lieB sich kein
signifikanter Unterschied zwischen adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe mehr nachweisen. Bei Patient 3 wurde der hoch signifikante Unterschied
zwischen der optischen Dichte der Extraktionslosungen beider Zellarten, der sich ohne
Inhibitorzugabe und bei einer Buparlisibkonzentration von 1 pM nachweisen lieB3, ebenfalls ab
einer Konzentration von 5 pM Buparlisib aufgehoben. Bei Patient 5 zeigte sich im
unbehandelten Zustand ein signifikanter Unterschied zwischen der optischen Dichte der
Farbungen von adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe,
der unter Inhibitorbehandlung von 0,1 uM ausgeglichen wurde. Bei Patient 6 lie§ sich der
hochst signifikante Unterschied zwischen der optischen Dichte der Farbung beider Zellarten im
unbehandelten Zustand sowie bei Zugabe von 0,1 pM Buparlisib nachweisen. Bei
Supplementierung von 0,5 uM Buparlisib unterschied sich die optische Dichte beider Zellarten
signifikant. Bei Zugabe von 1 pM Buparlisib glich sich die optische Dichte der Farbungen bei
beiden Zellarten an und es war kein signifikanter Unterschied zwischen den
Extraktionslosungen beider Zellarten mehr nachweisbar. Bei den iibrigen Patienten (vgl. Patient
2, 4) lieB sich kein signifikanter Unterschied zwischen der optischen Dichte der
Extraktionslosungen bei unbehandelten, adipogen differenzierten Zellen nachweisen. Unter
Zugabe von 1 uM Buparlisib konnte bei Patient 4 ein signifikanter Unterschied zwischen der
optischen Dichte adipogen differenzierter Zellen aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe

induziert werden.
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Abbildung 17: Adipogene Differenzierung einzelner Patienten. Quantifizierung der Oil Red-Fdrbung
durch photometrische Messung der optischen Dichte nach einer Woche der adipogenen Differenzierung
in adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM) mit Supplementierung von 0 uM, 1 uM, 5 uM und 10
uM (Patient 1) bzw. 0 uM, 0,1 uM, 1 uM und 5 uM Buparlisib (Patient 3-5) bzw. 0 uM, 0,1 uM, 0,5
uM, 1 uM und 2,5 uM (Patient 2 und 6); x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: optische
Dichte , Mittelwert + Standardabweichung, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05,

**: p < 0,01, ***: p < 0,001
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4.3. Polymerasekettenreaktion

Mittels Polymerasekettenreaktion wurde die Genexpression verschiedener Apoptose-
regulierender Gene von ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Fettgewebe verglichen.
Dabei wurden sechs proapoptotisch und zwei antiapoptotisch wirksame Gene analysiert.
Zudem wurde die Genexpression von Genen des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweges
untersucht. Die Kultivierung der Zellen erfolgte dabei sowohl in CM, als auch in ADM, um
Riickschliisse auf die Expression des Signalwegs bei unterschiedlichem Differenzierungsgrad

der Zellen zu ziehen.

4.3.1. Apoptosemarker

Um Riickschliisse iiber die Expression proapoptotisch wirksamer Gene bei lipomatdsem
Gewebe zu erhalten, wurden ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe beziiglich der
Expression von Genen der Bcl-2-Familie, BAD, BAXI1, BAKI, der Expression der
Effektorcaspase 3 (CASP3) sowie der Tumorsuppressoren p53 (TP53) und Retinoblastom-
assoziiertem Protein (RB1) untersucht. Des Weiteren wurden ASCs aus betroffenem und
unbetroffenem Gewebe beziiglich ihrer Genexpression antiapoptotisch wirksamer Gene
untersucht, wobei exemplarisch die Genexpression von BCL2 und BCLXL analysiert wurde.

Insgesamt wurden drei Patienten untersucht.

4.3.1.1 Proapoptotisch wirksame Gene

Im unbehandelten Zustand lieB sich eine hohere durchschnittliche Genexpression bei allen
proapoptotisch wirksamen Genen, aufler bei BAKI, bei ASCs aus betroffenem Gewebe
nachweisen (vgl. Abbildung 18 A-F). Fiir BAD wurde bei ASCs aus betroffenem Gewebe eine
durchschnittliche Expression von 2,39 detektiert, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe von 0,8.
Fiir BAX1 betrug die durchschnittliche Genexpression bei ASCs aus betroffenem Gewebe 1,38,
bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe 0,47. Bei BAK1 lag die Genexpression von ASCs aus
betroffenem Gewebe mit einem Wert von 1,2 im Mittel niedriger als die Expression von ASCs
aus unbetroffenem Gewebe mit einem Wert von 1,62. Die Genexpression von CASP3 lag bei
ASCs aus betroffenem Gewebe bei durchschnittlich 1,33. Bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe
wurde eine Genexpression von 1,01 gemessen. Die Expression von TP53 von ASCs aus

betroffenem Gewebe betrug durchschnittlich 3,06, von ASCs aus unbetroffenem Gewebe 1,98.
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Fiir RB1 lieB sich ebenfalls eine hohere durchschnittliche Genexpression seitens der ASCs aus
betroffenem Gewebe mit einem Wert von 3,28 nachweisen. Bei ASCs aus unbetroffenem
Gewebe wurde eine durchschnittliche Genexpression von 1,62 gemessen.

Unter Buparlisibeinfluss wurde die Genexpression aller Gene sowohl bei ASCs aus
betroffenem, als auch aus unbetroffenem Gewebe gesteigert. Dabei blieb die bereits basal
erhohte Genexpression seitens der ASCs aus betroffenem Gewebe bei allen proapoptotisch
wirksamen Genen, bis auf BAKI1, auf hoherem Niveau als bei ASCs aus unbetroffenem
Gewebe. Die durchschnittliche Genexpression von BAD, BAX1 und CASP3 konnte bei ASCs

aus unbetroffenem Gewebe signifikant zum Ausgangwert gesteigert werden.

(A) BAD (B) BAX1
15 10
c c
o 2 —_
g 10 g
X x 6
c c
[ * Q
(D = I N 1 (D 4 [ = 1
o 2 o
E g, T T
o )
g g < —
0- 0-
0 1 0 1
Buparlisibkonzentration (uM) Buparlisibkonzentration (uM)
3 Unbetroffen @@ Betroffen 3 Unbetroffen @@ Betroffen
© BAK1 (D) CASP3
30
6 — c
5 )
] ] —_
0 (7]
[} 2 20
o ¢
g 5]
o, T o 10
o >
g s
0-
0 5 ; 0 1

Buparlisibkonzentration (uM) Buparlisibkonzentration (M)

3 Unbetroffen @@ Betroffen O3 Unbetroffen @@ Betroffen

64



(E) TP53 (F) RB1

5 T

relative Genexpression
S
]
I
I
1
relative Genexpression

0 1 0 1
Buparlisibkonzentration (pM) Buparlisibkonzentration (pM)

0 Unbetroffen @ Betroffen 3 Unbetroffen @@ Betroffen

Abbildung 18: Durchschnittliche relative Genexpression von BAD (A), BAXI (B), BAKI1 (C), CASP3
(D), TP53 (E) und RBI (F) bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe.
Versuchsdurchfiihrung nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM) im
unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung, x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels 4: p < 0,05, #4: p < 0,01, 4¢4:p < 0,001
bei fehlender Normalverteilung

4.3.1.2. Antiapoptotisch wirksame Gene

Die durchschnittliche Genexpression der antiapoptotisch wirksamen Gene BCL2 und BCLXL
lag bei ASCs aus betroffenem Gewebe auf hoherem Niveau als bei ASCs aus unbetroffenem
Gewebe (vgl. Abbildung 19 A-B). Dabei konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der
durchschnittlichen Expression von BCL2 und BCLXL bei ASCs aus betroffenem und
unbetroffenem Gewebe nachgewiesen werden. Die Genexpression von BCL2 betrug bei ASCs
aus betroffenem Gewebe durchschnittlich 14,72, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe 5,76
(vgl. Abbildung 19 A). Fir BCLXL konnte bei ASCs aus betroffenem Gewebe eine
durchschnittliche Expression von 1,81 detektiert werden. Bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe
wurde eine Genexpression von im Mittel 0,54 gemessen (vgl. Abbildung 19 B).

Unter Buparlisibeinfluss zeigte sich ein gegenséitzlicher Trend beziiglich der Genexpression
antiapoptotisch wirksamer Gene bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe.
Wihrend die Genexpression aller antiapoptotisch wirksamer Marker bei ASCs aus betroffenem
Gewebe unter Buparlisib reduziert werden konnte, wurde die durchschnittliche Genexpression
bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe induziert (vgl. Abbildung 19 A und B). Bei BCL2 und

BCLXL konnte unter Buparlisib eine Verhéltnisumkehr der Genexpression beobachtet werden,
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wobei die Genexpression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe unter Inhibitoreinfluss iiber

dem Niveau von ASCs aus betroffenem Gewebe lag.
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Abbildung 19: Durchschnittliche relative Genexpression von BCL2 (A) und BCLXL (B) bei ASCs aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe. Versuchsdurchfiihrung nach einer Woche der Kultivierung in
Kultivierungsmedium (=CM) im unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM
Buparlisib,  Mittelwert  aus allen  Patientendaten +  Standardabweichung;  x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels ¢: p < 0,05, ¢¢: p < 0,01, 46¢: p < 0,001 bei fehlender Normalverteilung

4.3.2. PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg

Neben der Expression verschiedener Apoptosemarker wurde die Genexpression des PI3-
Kinase-Akt-mTOR-Signalweges untersucht. Zum einen wurden dabei Gene der Signalweg-
aktivierenden und proliferationsfordernden Enzyme, wie die PI3-Kinase (PIK3RI1 fiir die
regulatorische Untereinheit und PIK3CA fiir die katalytische Untereinheit), Akt (AKT1) und
mTOR (MTOR), zum anderen aber auch Gene von Signalweg-inhibierenden und
proliferationshemmenden Enzymen, wie PTEN (PTEN) und 4E-BP1 (EIF4EBP1), verglichen.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte dabei sowohl in CM, als auch in ADM, um Riickschliisse

auf die Expression bei unterschiedlichem Differenzierungsgrad der Zellen zu ziehen.

4.3.2.1. PIK3R1

Im unbehandelten Zustand zeigten ASCs aus unbetroffenem Gewebe eine im Durchschnitt
hohere Genexpression von PIK3R1 als ASCs aus betroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 21 A).

Bei Kultivierung mit CM betrug die Genexpression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe im
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unbehandelten Zustand durchschnittlich 1,76, die Expression von ASCs aus unbetroffenem
Gewebe durchschnittlich 1,62. Durch die Supplementierung von Buparlisib wurde die
durchschnittliche Genexpression von ASCs aus betroffenem Gewebe iiber das Mal3 der ASCs
aus unbetroffenem Gewebe gesteigert. Bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe wurde die
Genexpression unter Behandlung von 1 pM Buparlisib auf im Durchschnitt 2,52, bei ASCs aus
betroffenem Gewebe auf im Durchschnitt 2,97 angehoben.

Bei Kultivierung in ADM zeigte sich ein dhnlicher Trend (vgl. Abbildung 20 B). Adipogen
differenzierte Zellen aus unbetroffenem Gewebe wiesen im unbehandelten Zustand eine
durchschnittliche Genexpression von 6,23 auf, adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem
Gewebe von 5,35. Durch die Zugabe von 1 pM Buparlisib wurde die Expression beider
Zellarten im Durchschnitt auf 9,96 gesteigert.
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Abbildung 20: Durchschnittliche relative Genexpression von PIK3RI bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM) (Abb. 20 A)
bzw. adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM) (Abb. 20 B). Versuchsdurchfiihrung im
unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung, x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur relativen Genexpression von PIK3R1 von sechs
Patienten nach einwdchiger Kultivierung in CM im unbehandelten Zustand sowie unter
Supplementierung von Buparlisib der Konzentration 1 pM im Vergleich dargestellt (vgl.
Abbildung 21). Im unbehandelten Zustand lag die Genexpression von PIK3R1 bei der Hélfte
der Patienten (vgl. Patient 2, 4 und 12) bei beiden Zellarten auf einem identischen Niveau. Bei

Patient 1 und 6 lieB sich eine hohere Genexpression seitens ASCs aus unbetroffenem Gewebe
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feststellen. Bei Patient 5 lie3 sich hingegen bei ASCs aus betroffenem Gewebe eine hohere
Genexpression nachweisen als bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe.

Unter Zugabe von 1 uM Buparlisib waren bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem
Gewebe zum Teil gegensitzliche Tendenzen detektierbar. Bei Patient 1 wurde die PIK3R1-
Expression bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe gesenkt, wohingegen die Expression bei
ASCs aus betroffenem Gewebe signifikant induziert wurde. Bei Patient 2 blieb die
Genexpression von PIK3R1 bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe auf stabilem Niveau, die
Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe wurde hingegen signifikant induziert. Bei
Patient 4 und 5 wurde die Genexpression bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe gesteigert. Die
Expression bei ASCs aus betroffenem Gewebe wurde signifikant unter das Niveau von ASCs
aus unbetroffenem Gewebe reduziert. Bei Patient 6 fiel die Genexpression von PIK3R1 bei
ASCs aus unbetroffenem Gewebe gering ab. Bei ASCs aus betroffenem Gewebe wurde die
Expression wiederum signifikant gesteigert, sodass ein signifikanter Unterschied zwischen
ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe unter Inhibitoreinfluss nachzuweisen war.
Bei Patient 12 wurde die Expression beider ASCs hdchst signifikant zum Ausgangswert
induziert, wobei die Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe die der ASCs aus
unbetroffenem Gewebe iiberstieg. Insgesamt liel} sich unter Inhibitoreinfluss damit bei tiber 2/3
der Patienten eine Verhdltnisumkehr der basalen PIK3R1-Expression feststellen, bei der die
Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe unter das Mall von ASCs aus unbetroffenem
Gewebe reduziert bzw. iiber das Mall von ASCs aus unbetroffenem Gewebe gesteigert wurde

(vgl. Patient 1, 4, 5, 6 und 12).

Patient 1_CM Patient 2_CM

N
=)
I

-
(5

T

relative Genexpression
° o
& o ¢
|
relative Genexpression
N

o
o
o

0 1 0 1
Buparlisibkonzentration (uM) Buparlisibkonzentration (uM)

[ Unbetroffen B Betroffen 3 Unbetroffen @@ Betroffen

68



Patient 4_CM Patient 5_CM

3 10
S — S : e
@ T 2 ®
 , o T
S S 6 —
X x °
2 2
o o, T
o ‘e
2 2
5 8
e o
0 0
0 1 0 1
Buparlisibkonzentration (M) Buparlisibkonzentration (M)
3 Unbetroffen @@ Betroffen 3 Unbetroffen @@ Betroffen
Patient 6_CM Patient 12_CM
5 10
*
c c *%
(] o r 1
g 4 ﬁ s —
4 : —
g 3 % 6 -T-
) )
= =
8 2 S 4
g g
: Bl
0 0
0 1 0 1
Buparlisibkonzentration (uM) Buparlisibkonzentration (uM)
3 Unbetroffen @@ Betroffen 3 Unbetroffen @@ Betroffen

Abbildung 21: Relative Genexpression von PIK3RI1 bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. mit Supplementierung von, 1 uM Buparlisib;
Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Folgend wird die relative Genexpression von PIK3R1 von fiinf Patienten nach einwochiger
Kultivierung mit ADM im unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM
dargestellt (vgl. Abbildung 22). Die Mehrheit der Patienten (vgl. Patient 2, 5 und 6) wies im
unbehandelten Zustand eine hohere, relative Genexpression von PIK3RI1 bei adipogen
differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe auf. Bei Patient 2 war ein signifikanter
Unterschied zwischen der Expression von adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem und
unbetroffenem Gewebe nachweisbar.

Unter Zugabe von Buparlisib zeigten sich unterschiedliche Tendenzen bei adipogen
differenzierten Zellen aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe. Wihrend die PIK3R1-
Expression von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe bei den meisten

Patienten (vgl. Patient 1, 5 und 6) reduziert wurde, stieg die Expression von adipogen
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differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe bei mehr als der Hilfte der Patienten unter
Inhibitorzugabe an (vgl. Patient 2, 6 und 12). Bei Patient 6 und 12 wurde die Genexpression
von adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe signifikant bzw. hoch signifikant
gesteigert. Bei Patient 2 und 12 kam es unter Buparlisibzugabe auch bei adipogen
differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe zu einer signifikanten bzw. hoch
signifikanten Induktion der PIK3R1-Genexpression gegeniiber ihrem Ausgangswert. Der
signifikante Unterschied der basalen Genexpression zwischen adipogen differenzierten Zellen
aus betroffenem und unbetroffenem Gewebewurde bei Patient 2 unter Inhibitoreinfluss
aufgehoben. Bei allen Patienten, aufer bei Patient 5, kehrten sich die Expressionsverhéltnisse
von ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe unter Inhibitoreinfluss im Vergleich

zum Ausgangswert um.
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Abbildung 22: Relative Genexpression von PIK3RI bei adipogen differenzierten Zellen aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in
adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM). Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw.
mit Supplementierung von, 1 uM Buparlisib; Mittelwert + Standardabweichung, x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

4.3.2.2. PIK3CA

Im Gegensatz zur PIK3R1-Expression konnte bei der relativen Genexpression von PIK3CA
eine erhohte durchschnittliche Expressionsrate bei ASCs aus betroffenem Gewebe festgestellt
werden (vgl. Abbildung 23 A). Im unbehandelten Zustand betrug die relative Genexpression
von ASCs aus unbetroffenem Gewebe unter Kultivierung mit CM im Durchschnitt 3,5, die
Expression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe 1,47. Bei der PIK3CA-Genexpression
konnte der groBte Expressionsunterschied von allen untersuchten Enzymen des PI3-Kinase-
Akt-mTOR-Signalswegs zwischen ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe
festgestellt werden. Unter Zugabe von Buparlisib wurde die relative Genexpression von
PIK3CA bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe signifikant angehoben, wohingegen die
Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe gering reduziert wurde. Unter 1 uM Buparlisib
wiesen ASCs aus unbetroffenem Gewebe eine durchschnittliche Expression von 2,72 auf, ASCs
aus betroffenem Gewebe 3,32.

Unter Kultivierung mit ADM konnte fiir adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem
Gewebe im unbehandelten Zustand ebenfalls eine hohere Genexpression von PIK3CA
nachgewiesen werden als bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe (vgl.
Abbildung 23 B). Im Durchschnitt betrug die Expression von adipogen differenzierten Zellen
aus betroffenem Gewebe 2,67. Bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe
lag die durchschnittliche Genexpression von PIK3CA bei 2,23. Unter Inhibitoreinfluss wurde
die PIK3CA-Expression bei beiden Zellarten induziert. Bei Zugabe von 1 uM Buparlisib
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zeigten adipogen differenzierte Zellen aus unbetroffenem Gewebe im Mittel eine Expression

von 5,84, adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem Gewebe von 4,59.
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Abbildung 23: Durchschnittliche relative Genexpression von PIK3CA bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM) (Abb. 23 A)
bzw. adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM) (Abb. 23 B). Versuchsdurchfiihrung im
unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung, x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Nachfolgend sollen die Ergebnisse zur PIK3CA-Genexpression der einzelnen Patienten bei
Kultivierung in CM dargestellt werden (vgl. Abbildung 24). Insgesamt wurden sieben Patienten
anhand der PIK3CA-Expression untersucht. Im unbehandelten Zustand war die basale
Genexpression von PIK3CA bei drei Patienten (vgl. Patient 2, 4 und 5) betr ASCs aus
betroffenem Gewebe im Vergleich zu ASCs aus unbetroffenem Gewebe erhoht. Bei Patient 4
und 5 war ein signifikanter Unterschied zwischen beiden ASCs nachweisbar. Bei zwei
Patienten (vgl. Patient 1 und 12) lag die Genexpression beider ASCs auf etwa gleichem Niveau
Bei Patient 3 und 6 war hingegen eine hohere Genexpression von PIK3CA bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe nachweisbar. Bei Patient 3 unterschied sich die Genexpression der
ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe dabei hoch signifikant.

Unter Inhibitoreinfluss stieg die Genexpression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei allen
Patienten an. Bei ASCs aus betroffenem Gewebe fiihrte die Zugabe von 1 pM Buparlisib bei
mehr als der Hélfte der Patienten (vgl. Patient 1, 2, 6 und 12) zu einer Verhéltnisumkehr, wobei
die Genexpression von ASCs aus betroffenem Gewebe iliber das MaBB von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe angehoben oder gesenkt wurde. Bei Patient 1 und 12 wurde die

Genexpression beider ASCs induziert, wobei die PIK3CA-Expression von ASCs aus
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unbetroffenem Gewebe signifikant und von ASCs aus betroffenem Gewebe hoch signifikant
gesteigert wurde. Bei Patient 2 fiel die Genexpression bei ASCs aus betroffenem Gewebe nach
Zugabe von 1 uM Buparlisib unter den Ausgangswert von ASCs aus unbetroffenem Gewebe.
Die Expression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe stieg liber den Ausgangswert von ASCs
aus betroffenem Gewebe an. Bei Patient 6 wurde die Genexpression von ASCs aus betroffenem
Gewebe signifikant {iber das Mall von ASCs aus unbetroffenem Gewebe induziert. Bei den
iibrigen Patienten (vgl. Patient 3, 4, und 5) wurden vorher bestehende signifikante Unterschiede

in der basalen Genexpression zwischen beiden ASCs durch die Inhibitorzugabe aufgehoben.
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Abbildung 24: Relative Genexpression von PIK3CA bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. mit Supplementierung von, 1 uM Buparlisib;
Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Beziiglich der Genexpression von PIK3CA nach einwdchiger Kultivierung in ADM wurden
sechs Patienten untersucht (vgl. Abbildung 25). Bei der Hélfte der Patienten (vgl. Patient 1, 2,
und 12) konnte eine hohere basale Genexpression von PIK3CA bei adipogen differenzierten
Zellen aus betroffenem Gewebe nachgewiesen werden. Dabei ergab sich bei Patient 1 ein
signifikanter Unterschied zwischen der Expression von adipogen differenzierten Zellen aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe. Bei Patient 3 und 5 lag das Expressionsniveau
adipogen differenzierter Zellen aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe auf gleichem
Niveau. Bei Patient 6 konnte hingegen eine hohere basale PIK3CA-Expression seitens
adipogen differenzierter Zellen aus unbetroffenem Gewebe nachgewiesen werden, wobei sich
ein signifikanter Unterschied ergab.

Ahnlich wie bei den ASCs fiihrte die Inhibitorzugabe bei adipogen differenzierten Zellen aus

unbetroffenem Gewebe zu einer Induktion der PIK3CA-Expression der Zellen. Bei Patient 12
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konnte dabei ein hoch signifikanter Unterschied zum Ausgangswert bei beiden Zellarten
festgestellt werden. Bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe konnte bei
2/3 der Patienten (vgl. Patient 3, 5, 6 und 12) ebenfalls eine Induktion der Genexpression
nachgewiesen werden, wobei die Expression bei Patient 3 und 6 signifikant, bei Patient 12 hoch
signifikant gesteigert wurde. Bei Patient 1 blieb die PIK3CA-Expression nach Zugabe von 1
uM Buparlisib bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe auf konstantem
Niveau, bei Patient 2 konnte hingegen eine Reduktion der Genexpression verzeichnet werden.
Die signifikanten Unterschiede in der basalen Genexpression bei adipogen differenzierten
Zellen aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe konnte nach Inhibitorzugabe bei Patient 1
und 6 aufgehoben werden. Eine Verhidltnisumkehr der Expressionsverhéltnisse der adipogen

differenzierten Zellen im Vergleich zum Ausgangswert zeigte sich bei 5 von 6 Patienten (vgl.

Patient 1, 2, 5, 6 und 12).
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Abbildung 25: Relative Genexpression von PIK3CA bei adipogen differenzierten Zellen aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in
adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM). Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw.
mit Supplementierung von, 1 uM Buparlisib; Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

4.3.2.3. PTEN

Beziiglich der PTEN-Genexpression wurden ASCs aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe von insgesamt 5 Patienten untersucht. Im unbehandelten Zustand wiesen ASCs aus
betroffenem Gewebe im Durchschnitt eine héhere Genexpression von PTEN auf als ASCs aus
unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 26). Die PTEN-Expression bei ASCs aus betroffenem
Gewebe betrug dabei durchschnittlich 1,07, wéhrend die Expression von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe bei im Mittel 0,98 lag. Unter Inhibitorzugabe kam es zum Angleichen
der durchschnittlichen Genexpression. Dabei wurde die PTEN-Expression beider Zellarten
unter Einfluss von Buparlisib der Konzentration 1 uM auf einen Wert von im Durchschnitt 1,52

gesteigert.
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Abbildung 26: Durchschnittliche relative Genexpression von PTEN bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib,;
Mittelwert aus allen Patientendaten + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM;
y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p <
0,01, ***: p < 0,001

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur PTEN-Genexpression der einzelnen Patienten
dargestellt (vgl. Abbildung 27). Im unbehandelten Zustand wurde bei 3 von 5 Patienten eine
hohere PTEN-Expression bei ASCs aus betroffenem Gewebe nachgewiesen (vgl. Patient 1, 2,
12). Unter Einfluss von Buparlisib konnte bei allen Patienten, aufer Patient 1, eine Umkehr der
initialen Expressionsverhiltnisse erzeugt werden. Dabei wurde die PTEN-Expression bei ASCs
aus unbetroffenem Gewebe bei der Mehrzahl der Patienten herabreguliert (vgl. Patientl, 4 und
6), bei ASCs aus betroffenem Gewebe hingegen induziert (vgl. Patient 2, 4, und 12). Bei Patient
2 lieB sich eine signifikante PTEN-Induktion seitens der ASCs aus betroffenem Gewebe unter

Inhibitoreinfluss nachweisen.
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Abbildung 27: Relative Genexpression von PTEN bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe
der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. mit Supplementierung von, 1 uM Buparlisib;
Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

4.3.2.4. AKTI

Beziiglich der relativen Genexpression von AKTI wurden insgesamt sieben Patienten
untersucht. Nach einwochiger Kultivierung in CM konnte eine héhere Genexpression bei ASCs
aus unbetroffenem Gewebe festgestellt werden als bei ASCs aus betroffenem Gewebe (vgl.
Abbildung 28 A). Im unbehandelten Zustand wiesen ASCs aus unbetroffenem Gewebe eine
durchschnittliche Expression von 1,54 auf, ASCs aus betroffenem Gewebe von 1,41. Unter
Buparlisibsupplementierung konnte die Genexpression von AKT1 bei ASCs aus betroffenem

Gewebe iiber das MaBl von ASCs aus unbetroffenem Gewebe angehoben werden. Die
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durchschnittliche Genexpression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe betrug bei Kultivierung
mit 1 uM Buparlisib 1,43, von ASCs aus betroffenem Gewebe im Mittel 1,88.

Bei einwdchiger Kultivierung in ADM zeigte sich hingegen eine hohere basale Genexpression
von AKTI1 seitens der adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe (vgl.
Abbildung 28 B). Durchschnittlich betrug die Genexpression von adipogen differenzierten
Zellen aus betroffenem Gewebe 2,59, von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem
Gewebe 1,28. Unter Supplementierung von Buparlisib ergab sich fiir beide Zellarten eine
Zunahme der AKTI1-Expression, wobei adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem
Gewebe unter Inhibitoreinfluss eine hohere Genexpression aufwiesen als adipogen
differenzierte Zellen aus unbetroffenem Gewebe. Unter 1 uM Buparlisib konnte fiir adipogen
differenzierte Zellen aus unbetroffenem Gewebe eine durchschnittliche Genexpression vom
3,41 erhoben werden. Fiir adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem Gewebe ergab sich

eine Expression von 4,07.
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Abbildung 28: Durchschnittliche relative Genexpression von AKT1 bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM) (Abb. 28 A)
bzw. adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM) (Abb. 28 B). Versuchsdurchfiihrung im
unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung, x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Anschlieend werden die Ergebnisse zur AKT1-Genexpression von ASCs aus unbetroffenem
und betroffenem Gewebe von sieben Patienten aufgefiihrt (vgl. Abbildung 29). Im
unbehandelten Zustand zeigten ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei 6 von 7 Patienten eine

hohere AKT-Expression als ASCs aus betroffenem Gewebe (vgl. Patient 1,2,3,4,6 und 12). Bei
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Patient 3 war hierbei ein signifikanter Unterschied zwischen der Expression von ASCs aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe nachweisbar.

Unter Einfluss von Buparlisib konnte bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei der Mehrzahl
der Patienten eine Reduktion der AKT-Expression (vgl. Patient 1, 2, 5 und 6), bei ASCs aus
betroffenem Gewebe hingegen eine Induktion der Expression (vgl. Patient 1, 3, 4 und 12)
gemessen werden. Bei Patient 2 liel sich bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe dabei eine
signifikante Reduktion der Expressionslevel nachweisen. Bei Patient 4 blieb die AKTI-
Expression bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe unter Buparlisibeinfluss stabil. Die
Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe wurde hoch signifikant gesteigert. Bei Patient
3 und 12 zeigte sich bei beiden ASCs eine signifikante Steigerung der Genexpression zum

Ausgangswert.

Patient1_CM Patient2_CM

10 1.5 E3

1.04— -

o

S

relative Genexpression
|
1

relative Genexpression

0 1 0 1
Buparlisibkonzentration (uM) Buparlisibkonzentration (uM)
3 Unbetroffen @@ Betroffen 3 Unbetroffen @@ Betroffen

Patient 3_CM Patient4_CM

r 1 *%
*

1.04—

relative Genexpression
relative Genexpression

0.0 0.0
0 1 0 1

Buparlisibkonzentration (uM) Buparlisibkonzentration (uM)
3 Unbetroffen @@ Betroffen 3 Unbetroffen @@ Betroffen

80



Patient 5_CM Patient 6_CM

©w
N
o

c c
2 L
» 2 154 —L —_—
2 2 g
s s
X x
Q 2 104
& S
o T o
2 2 0.54—]
5 5
g e

0 0.0

0 1 0 1
Buparlisibkonzentration (M) Buparlisibkonzentration (uM)
3 Unbetroffen @@ Betroffen 3 Unbetroffen @@ Befroffen
Patient 12_CM

5 *
: L) 1
s, T
0
g *
% 3 I 1
o
=
6 2
o
2
5 1
¢ [

0

0 1
Buparlisibkonzentration (uM)
3 Unbetroffen @@ Betroffen

Abbildung 29: Relative Genexpression von AKTI bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe
der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. mit Supplementierung von, 1 uM Buparlisib;
Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Beziiglich der Genexpression von AKT1 bei adipogen differenzierten Zellen wurden sechs
Patienten ausgewertet. Nach einwdchiger adipogener Differenzierung lie sich bei allen
Patienten eine hohere AKT1-Expression bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem
Gewebe nachweisen (vgl. Abbildung 30). Bei Patient 2 zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen der basalen Aktl-Expression von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem
und betroffenem Gewebe.

Unter Inhibitoreinfluss lieBen sich fiir adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem Gewebe
unterschiedliche Tendenzen nachweisen. Bei Patient 1 und 12 wurde die Expression von AKT1
durch 1 uM Buparlisib induziert. Bei Patient 2 und 6 blieb die AKT1-Expression bei adipogen
differenzierten Zellen auf gleichem Niveau. Bei Patient 3 und 5 kam es zu einer Abnahme der

AKT1-Expression, wobei sich bei Patient 3 eine zum Ausgangswert signifikante Reduktion
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nachweisen lieB. Bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe lie3 sich bei

der Mehrzahl der Patienten eine Induktion der Genexpression nachvollziehen (vgl. Patient 1, 2,

6 und 12), wobei die Genexpression bei Patient 2 und 12 signifikant gesteigert wurde. Bei

Patient 3 kam es zur Reduktion der AKT1-Expression. Bei Patient 5 blieb die Expression von

AKT]1 bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe auf stabilem Niveau.

Eine Umkehr der basalen Expressionsverhéltnisse wurde bei adipogen differenzierten Zellen

bei 2/3 der Patienten beobachtet (vgl. Patient 2, 3, 6 und 12).
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Abbildung 30: Relative Genexpression von AKTI bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem
und betroffenem Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in adipogenem
Differenzierungsmedium (=ADM). Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. mit
Supplementierung von I uM Buparlisib; Mittelwert + Standardabweichung, x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

4.3.2.5. MTOR

Bei den Untersuchungen zur MTOR-Genexpression konnte dhnliche Ergebnisse wie fiir AKT1
detektiert werden. Nach einwdchiger Kultivierung mit CM zeigten ASCs aus unbetroffenem
Gewebe eine hohere durchschnittliche, basale Genexpression von MTOR (vgl. Abbildung
31 A). Dabei wurde die durchschnittliche Genexpression von ASCs aus unbetroffene Gewebe
mit 1,17, von ASCs aus betroffenem Gewebe mit 1,14 bemessen. Unter Inhibitoreinfluss konnte
die Genexpression von ASCs aus betroffenem Gewebe gesteigert werden, wohingegen die
Expression von MTOR bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe reduziert wurde. Nach
Supplementierung von 1 uM Buparlisib wurde eine durchschnittliche MTOR-Expression von
1,14 fiir ASCs aus unbetroffenem Gewebe detektiert. Die durchschnittliche Expression von
ASCs aus betroffenem Gewebe lag unter Einfluss von 1 uM Buparlisib bei 1,44.

Nach Kultivierung in ADM zeigten adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem Gewebe im
unbehandelten Zustand eine hohere durchschnittliche MTOR-Genexpression als adipogen
differenzierte Zellen aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 31 B). Im Durchschnitt
konnte fiir adipogen differenzierte Zellen aus unbetroffenem Gewebe eine Expression von 1,33,
fiir adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem Gewebe von 2,56 gemessen werden. Unter
Inhibitoreinfluss zeigen sich gegenldufige regulatorische Vorgénge. Die Genexpression von

MTOR wurde bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe unter Einfluss
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von Buparlisib im Mittel gesteigert, die Expression von adipogen differenzierten Zellen aus
betroffenem Gewebe im Durchschnitt hingegen gesenkt. Dabei wurde die Genexpression von
adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe unter Zugabe von 1 uM auf
durchschnittlich 3,51 angehoben. Bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe
betrug die durchschnittliche Genexpression von MTOR bei 1 pM Buparlisibsupplementierung
2,16.
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Abbildung 31: Durchschnittliche relative Genexpression von MTOR bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM) (Abb. 25 A)
bzw. adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM) (Abb. 25 B); Versuchsdurchfiihrung im
unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung, x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Beziiglich der MTOR-Genexpression wurden ASCs aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe von insgesamt sieben Patienten untersucht (vgl. Abbildung 32). Bei mehr als der Hélfte
der Patienten wiesen ASCs aus unbetroffenem Gewebe eine hohere basale MTOR-
Genexpression auf als ASCs aus betroffenem Gewebe (vgl. Patient 2, 3, 4, 6 und 12). Dabei
lieB sich ein signifikanter Unterschied zwischen den ASCs bei zwei Patienten nachweisen (vgl.
Patient 6 und 12).

Nach Zugabe von 1 uM Buparlisib wurde die MTOR-Expression bei ASCs aus unbetroffenem
Gewebe bei drei Patienten (vgl. Patient 2, 5 und 6) gesenkt, wobei sich bei Patient 2 und 6 eine
signifikante Reduktion der Genexpression nachweisen lie8. Bei weiteren zwei Patienten blieb
die MTOR-Expression auf stabilem Niveau (vgl. Patient 1 und 4). Bei Patient 3 und 12 wurde
die Genexpression der ASCs aus unbetroffenem Gewebe hingegen gesteigert, bei Patient 12

dabei hochst signifikant. Bei ASCs aus betroffenem Gewebe wurde die MTOR-Expression bei
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2/3 der Patienten unter Inhibitoreinfluss gesteigert (vgl. Patient 1, 3, 4 und 12), wobei sich die

Expression von Patient 3 hoch signifikant und bei Patient 12 signifikant zum Ausgangswert

unterschied. Bei Patient 4 liefl sich zwischen ASCs aus betroffenem und unbetroffenem

Gewebe unter Inhibitoreinfluss ein hochst signifikanter Unterschied in der MTOR-

Genexpression nachweisen. Eine Verhdltnisumkehr der basalen MTOR-Expression konnte

unter Inhibitoreinfluss bei der Hélfte der Patienten detektiert werden (vgl. Patient 2, 4 und 6).
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Abbildung 32: Relative Genexpression von MTOR bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe
der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib,
Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y- Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ¥***: p < 0,001

Es wurden sechs Patienten beziiglich der MTOR-Expression nach adipogener Differenzierung
der ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe ausgewertet. Dabei lie3 sich eine hohere
basale MTOR-Expression bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe bei 2/3
der Patienten nachweisen (vgl. Abbildung 33, Patient 1, 2, 5 und 12).

Unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib wurde die Genexpression von MTOR bei
adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe bei mehr als der Haélfte der
Patienten (vgl. Patient 1, 2, 6 und 12) iiber das MalBl adipogen differenzierter Zellen aus
betroffenem Gewebe gesteigert, sodass es zu einer Verhéltnisumkehr der Expression adipogen
differenzierter Zellen kam. Bei Patient 2 konnte hierbei eine signifikante Expressionssteigerung

zum Ausgangswert von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe
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nachgewiesen werden. Bei Patient 6 zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der
Expression von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe.
Bei den {iibrigen Patienten (vgl. Patient 3 und 5) blieb die Expression der adipogen
differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe auf gleichem Niveau. Bei adipogen
differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe zeigte sich ein heterogenes Bild. Bei drei
Patienten (vgl. Patient 2, 5 und 12) kam es unter Inhibitoreinfluss zu Reduktion der MTOR-
Expression, bei zwei Patienten (vgl. Patient 3 und 6) zu einer Induktion der Expression. Bei
einem Patienten blieb das Expressionsniveau stabil (vgl. Patient 1). Bei Patient 3 zeigte sich
dabei eine hoch signifikante Expressionssteigerung unter Buparlisibeinfluss seitens adipogen

differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe.
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Abbildung 33: Relative Genexpression von MTOR bei adipogen differenzierten Zellen aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in
adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM); Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw.
unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

4.3.2.6. RPS6KB1

Beziiglich der Genexpression von RPS6KB1 konnten Ergebnisse von zwei Patienten erhoben
werden. Sowohl nach Kultivierung in CM, als auch nach Kultivierung in ADM zeigten ASCs
aus Dbetroffenem Gewebe im unbehandelten Zustand eine hohere, durchschnittliche
Genexpression von RPS6KB1 als ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 34 A und
B). Fiir ASCs aus unbetroffenem Gewebe konnte eine durchschnittliche Expression von 2,14
nachgewiesen werden, bei ASCs aus betroffenem Gewebe von 2,56 (vgl. Abbildung 34 A).
Durch die Supplementierung von Buparlisib wurde die durchschnittliche Expression von
RPS6KB1 sowohl bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe, als auch bei ASCs aus betroffenem
Gewebe induziert. Bei Zugabe von 1 uM Buparlisib wurde die Genexpression von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe im Durchschnitt auf 3,81 angehoben. Die RPS6KB1-Expression von
ASCs aus betroffenem Gewebe betrug unter Inhibitoreinfluss im Mittel 4,04. Bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe konnte dabei eine zur basalen RPS6KBI-Espression signifikante
Induktion nachgewiesen werden.

Bei adipogen differenzierten Zellen lie sich im unbehandelten Zustand ebenfalls eine hohere
durchschnittliche Genexpression bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe
nachweisen (vgl. Abbildung 34 B). Dabei betrug die RPS6KB1-Expression im unbehandelten
Zustand bei adipogen differenzierten Zellen im Durchschnitt 4,58, bei adipogen differenzierten

Zellen aus betroffenem Gewebe 6,83. Unter Zugabe von 1 uM Buparlisib lie sich bei beiden
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Zellreihen eine Induktion der RPS6KB1-Expression feststellen, wobei die Expression von
adipogen differenzierte Zellen aus unbetroffenem Gewebe signifikant gesteigert wurde. Die
Expression von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe betrug im
Durchschnitt 9,62, von adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe

durchschnittlich 12,72.
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Abbildung 34: Durchschnittliche relative Genexpression von RPS6KBI1 bei ASCs aus unbetroffenem
und betroffenem Gewebe. Versuchsdurchfiihrung nach einer Woche der Kultivierung in
Kultivierungsmedium (=CM) (Abb. 334) bzw. adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM) (Abb.
33B); Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM
Buparlisib,  Mittelwert  aus allen  Patientendaten +  Standardabweichung;  x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Nachfolgend werden die Ergebnisse zur RPS6KBI1-Expression der einzelnen Patienten auf
Ebene der ASCs aufgefiihrt (vgl. Abbildung 35). Im unbehandelten Zustand lag die RPS6KB1-
Genexpression von Patient 1 bei ASCs aus betroffenem Gewebe auf gleichem Niveau wie bei
ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Unter Buparlisibzugabe kam es sowohl bei ASCs aus
betroffenem, als auch aus unbetroffenem Gewebe zu einer Steigerung der RPS6KBI-
Expression, wobei die Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe die von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe iiberstieg.

Bei Patient 3 konnte im unbehandelten Zustand eine hohere RPS6KB1-Expression seitens der
ASCs aus betroffenem Gewebe nachgewiesen werden. Die Expression von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe konnte unter Buparlisibeinfluss im Gegensatz zu der Expression von

ASCs aus betroffenem Gewebe signifikant induziert werden. Unter Buparlisibeinfluss lief3 sich
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ein signifikanter Unterschied zwischen der RPS6KB1-Expression unter Buparlisibeinfluss

nachweisen.
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Abbildung 35: Relative Genexpression von RPS6KBI bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib,
Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

AnschlieBend werden die Ergebnisse zur RPS6KBI1-Expression auf Ebene adipogen
differenzierter Zellen dargestellt (vgl. Abbildung 36). Im unbehandelten Zustand konnte bei
beiden Patienten eine hohere RPS6KB1-Genexpression seitens adipogen differenzierter Zellen
aus betroffenem Gewebe nachgewiesen werden. Unter Buparlisibzugabe kam es bei beiden
Patienten sowohl bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe, als auch bei
adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe zu einer RPS6KBI-
Expressionssteigerung. Bei Patient 3 lieB sich eine signifikante Induktion der Expression bei

ASCs aus betroffenem Gewebe detektierten.
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Abbildung 36: Relative Genexpression von RPS6KBI bei adipogen differenzierten Zellen aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in
adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM). Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw.
unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

4.3.2.7. EIFAEBP1

Die durchschnittliche Genexpression von EIF4EBP1 war, so wie die durchschnittliche
Genexpression von RPS6KB1, bei ASCs aus betroffenem Gewebe sowohl nach Kultivierung
mit CM, als auch nach Kultivierung mit ADM im unbehandelten Zustand im Vergleich zu
ASCs aus unbetroffenem Gewebe erhoht (vgl. Abbildung 37 A und B). Dabei betrug die basale
Genexpression von ASCs aus betroffenem Gewebe bei Kultivierung mit CM im Durchschnitt
1,21, von ASCs aus unbetroffenem Gewebe 1,06. Unter Zugabe von 1 uM Buparlisib wurde
die Genexpression von beiden Zellarten reduziert, wobei die Expression von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe unter die von ASCs aus unbetroffenem Gewebe abfiel. Bei ASCs aus
betroffenem Gewebe wurde die durchschnittliche Genexpression auf 0,65, die Expression von
ASCs aus unbetroffenem Gewebe auf im Mittel 0,84 gesenkt.

Bei Kultivierung in ADM lag die basale EIF4AEBP1-Expression bei adipogen differenzierten
Zellen aus betroffenem Gewebe bei durchschnittlich 1,26, bei adipogen differenzierten Zellen
aus unbetroffenem Gewebe bei 0,86. Unter Zugabe von 1 uM Buparlisib zeigten die adipogen
differenzierten Zellen gegenldufige Tendenzen. Wéihrend die Expression von adipogen
differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe auf durchschnittlich 1,21 gesteigert wurde,
wurde die Expression von adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe unter das
Mal} von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe auf durchschnittlich 1,05

gesenkt.
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Abbildung 37: Durchschnittliche relative Genexpression von EIF4EBPI bei ASCs aus unbetroffenem
und betroffenem Gewebe nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM) (Abb. 37A4)
bzw. adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM) (Abb. 37B). Versuchsdurchfiihrung im
unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung, x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Insgesamt wurde die EIF4AEBP1-Genexpression von ASCs aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe von sieben Patienten untersucht (vgl. Abbildung 38). Bei 5 von 7 Patienten lag die
EIF4EBP1-Genexpression bei ASCs aus betroffenem Gewebe iiber der Expression von ASCs
aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Patient 2, 3, 4, 5 und 12). Bei Patient 2 zeigte sich dabei ein
hoch signifikanter Unterschied in der basalen Expression beider ASCs. Bei Patient 1 und 6 lag
die Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe hingegen unterhalb der Expression von
ASCs aus unbetroffenem Gewebe, wobei sich bei Patient 6 ein hochst signifikanter Unterschied
nachweisen lie3. Unter Zugabe von Buparlisib wurde die Expressionslevel bei beiden ASCs bei
der Mehrzahl der Patienten reduziert (vgl. Patient 2, 5, 6 und 12), wobei sich bei diesen
Patienten stets eine Umkehr der Verhéltnisse gegeniiber basalen Genexpression der ASCs
zeigte. Bei Patient 2 fiel die Genexpression von ASCs aus betroffenem Gewebe unter die
Expression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe, wobei der hoch signifikante Unterschied zu
einem signifikanten Unterschied zwischen der Genexpression beider ASCs reduziert wurde.
Bei Patient 5 wurde die EIF4AEBP1-Expression bei ASCs aus betroffenem Gewebe signifikant
zum Ausgangswert reduziert und fiel unter das Niveau von ASCs aus unbetroffenem Gewebe.
Bei Patient 6 lieB sich eine signifikante Reduktion der Expression seitens der ASCs aus
unbetroffenem Gewebe nachweisen, welches unter das Niveau von ASCs aus betroffenem
Gewebe gesenkt wurde. Bei Patient 12 wurden die Expression beider ASCs im Vergleich zum

unbehandelten Zustand signifikant gesenkt, wobei die Expression von ASCs aus betroffenem
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Gewebe unter das Niveau von ASCs aus unbetroffenem Gewebe abfiel und sich ein

signifikanter Unterschied zwischen beiden ASCs unter Inhibitoreinfluss ergab. Bei Patient 1

blieb die Genexpression unverdndert. Bei Patient 3 und 4 zeigte sich eine Induktion der

Genexpression beider ASCs, wobei bei Patient 3 eine signifikante Steigerung der

Genexpression bei ASCs aus betroffenem Gewebe und bei Patient 4 eine hoch signifikante

Steigerung bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe festgestellt werden konnte.
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Abbildung 38: Relative Genexpression von EIF4EBPI bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem
Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM).
Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw. unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib,
Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Genexpression,; Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Beziiglich der EIF4EBP1-Expression adipogen differenzierter Zellen wurden sechs Patienten
untersucht (vgl. Abbildung 39). Im unbehandelten Zustand zeigte sich ebenfalls eine hohere
Genexpression seitens adipogen differenzierter Zellen aus betroffenem Gewebe bei 5 von 6
Patienten (vgl. Patient 1, 2, 3, 5, 12). Dabei ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der basalen EIF4EBPI-Expression adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe bei Patient 3. Bei Patient 6 hingegen zeigte sich eine signifikant hohere
Genexpression von adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe gegeniiber der
Expression von adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe. Unter
Inhibitorzugabe kam es bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem Gewebe bei allen
Patienten zu einer Reduktion der EIFAEBP1-Expression, wobei die Expression bei 2/3 der
Patienten (vgl. Patient 1, 2, 6 und 12) unter das Niveau von adipogen differenzierten Zellen aus
unbetroffenem Gewebe gesenkt wurde. Zudem wurde bei Patient 3 der hoch signifikante
Unterschied zwischen der basalen EIF4EBPI-Expression beider Zellrethen unter
Inhibitoreinfluss aufgehoben. Bei adipogen differenzierten Zellen aus unbetroffenem Gewebe
fiel die Expression unter Buparlisibeinfluss bei 2/3 der Patienten ab (vgl. Patient 3, 5, 6 und
12).
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Abbildung 39: Relative Genexpression von EIF4EBPI bei adipogen differenzierten Zellen aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe der einzelnen Patienten nach einer Woche der Kultivierung in.
adipogenem Differenzierungsmedium (=ADM). Versuchsdurchfiihrung im unbehandelten Zustand bzw.
unter Supplementierung von 1 uM Buparlisib, Mittelwert + Standardabweichung; x-Achse:
Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative Genexpression, Kennzeichnung der Signifikanzniveau
mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ¥***: p < 0,001
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4.4. Western Blot

Mittels Western Blots wurde die Proteinexpression des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs
von ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe von MSL-Patienten untersucht. Hierbei
wurde das Augenmerk zum einen auf die Expression der PI3-Kinase selbst gerichtet, zum
anderen auf die Expression der RPS6-Kinase 1, einem Zielenzym der Signalkaskade, und dem
Anteil von phosphorylierter und aktivierter p-RPS6-Kinase 1 am Gesamtprotein. Des Weiteren

wurde der Einfluss des PI3-Kinase-Inhibitors Buparlisib auf die Proteinexpression ausgewertet.
4.4.1. PIK3CA

Beziiglich der PIK3CA-Proteinexpression wurden ASCs aus betroffenem und unbetroffenem
Gewebe von insgesamt vier Patienten mittels Western Blots untersucht (vgl. Abbildung 40 A).
Im unbehandelten Zustand konnte im Durchschnitt eine héhere optische Dichte der Western
Blot-Banden von PIK3CA bei ASCs aus betroffenem Gewebe festgestellt werden (vgl.
Abbildung 40 B). Die optische Dichte der Banden von ASCs aus betroffenem Gewebe betrug
im Durchschnitt 0,048, die optische Dichte der Banden von ASCs aus unbetroffenem Gewebe
im Durchschnitt 0,034. Die Supplementierung von 1 uM Buparlisib fiihrte bei beiden Zellarten
zur Induktion der durchschnittlichen PIK3CA-Expression, wobei die optische Dichte der
Banden von ASCs aus unbetroffenem Gewebe iiber die optische Dichte der Banden von ASCs
aus betroffenem Gewebe angehoben wurde. Im Durchschnitt wurde die optische Dichte der
Banden bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe auf 0,13 und bei ASCs aus lipomatdsem Gewebe

auf 0,065 gesteigert.
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Abbildung 40 A): Darstellung der Western Blot-Banden von PIK3CA bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe von Patient 1, 4, 6 und 12 nach einwéchiger Kultivierung in Kultivierungsmedium
(=CM) mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib. B): Durchschnittliche PIK3CA-Proteinexpression
bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nach einwéchiger Kultivierung in
Kultivierungsmedium (=CM) mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib; Quantifizierung der
Proteinexpression durch photometrische Messung der optischen Dichte der Banden der Zielenzyme
bezogen auf die optische Dichte der Banden des Housekeeping-Gens;, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse.: optische
Dichte, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Im Folgenden wird auf die relative Proteinexpression der einzelnen MSL-Patienten im
Verhiltnis zur Expression des Housekeeping-Gens nach einwochiger Differenzierung in CM
mit und ohne Inhibitorsupplementierung eingegangen. Bei drei von vier Patienten war die
optische Dichte der PIK3CA-Banden im unbehandelten Zustand bei ASCs aus betroffenem
Gewebe hoher als bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 41, Patient 1, 4, 6).
Bei Patient 1 konnte bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe eine optische Dichte von 0,037
nachgewiesen werden, bei ASCs aus betroffenem Gewebe hingegen von 0,073. Bei Patient 4
wiesen die Banden bei ASCs aus betroffenem Gewebe eine optische Dichte von 0,022 im
unbehandelten Zustand auf, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe von 0,013. Bei Patient 6
konnte eine optische Dichte von 0,048 bei ASCs aus betroffenem Gewebe detektiert werden,
bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe betrug diese 0,036. Bei Patient 12 lag die optische Dichte
der Banden von ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe hingegen auf etwa
gleichem Niveau, wobei diese bei von ASCs aus betroffenem Gewebe 0,047 betrug, bei ASCs
aus unbetroffenem Gewebe 0,05.

Unter Einfluss von Buparlisib wurde die PIK3CA-Expression von ASCs aus unbetroffenem
Gewebe bei 3/4 der Patienten iiber das Mal3 von ASCs aus betroffenem Gewebe induziert (vgl.
Patient 1, 6 und 12). Die Proteinexpression von ASCs aus betroffenem Gewebe blieb hingegen
auf etwa stabilem Niveau (vgl. Patient 1, 4, 12). Bei Patient 1 zeigte sich die optische Dichte
der PIK3CA-Banden bei ASCs aus betroffenem Gewebe mit einem Wert von 0,073 zum
Ausgangswert unverdandert, wohingegen die optische Dichte bei ASCs aus unbetroffenem
Gewebe mit einem Wert von 0,089 iiber das Niveau der optischen Dichte von ASCs aus
betroffenem Gewebe anstieg. Bei Patient 4 wurde die optische Dichte der PIK3CA-Bande
durch die Supplementierung von Buparlisib von ASCs aus unbetroffenem Gewebe auf einen
Wert von 0,019 angehoben, wohingegen die optische Dichte bei ASCs aus betroffenem Gewebe
mit 0,023 etwa unverdndert blieb. Bei Patient 6 kam es zur Induktion der PIK3CA-

Proteinexpression beider ASCs. Dabei konnte eine optische Dichte von 0,244 bei ASCs aus
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unbetroffenem Gewebe detektiert werden. Bei ASCs aus betroffenem Gewebe betrug diese
0,11. Bei Patient 12 lag die optische Dichte der PIK3CA-Bande bei ASCs aus betroffenem
Gewebe unter Buparlisibeinfluss bei 0,053, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei 0,168.
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Abbildung 41: Relative PIK3CA-Proteinexpression bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem
Gewebe von Patient 1, 4, 6 und 12 (jeweils als Unikat) nach einwochiger Kultivierung in
Kultivierungsmedium (=CM) mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib. Quantifizierung der
Proteinexpression durch photometrische Messung der optischen Dichte der Banden der Zielenzyme
bezogen auf die optische Dichte der Banden des Housekeeping-Gens; x-Achse: Buparlisibkonzentration
in uM; y-Achse: relative Proteinexpression

4.4.2. RPS6K1

Mittels Western Blots wurde die Proteinexpression der RPS6-Kinase 1 als ein Zielenzym des
PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs von ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe
von vier Patienten untersucht (vgl. Abbildung 42 A). Fiir ASCs aus betroffenem Gewebe konnte

im Durchschnitt eine hohere Proteinexpression von RPS6K1 nachgewiesen werden als fiir
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ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 42 B). Die optische Dichte der RPS6K1-
Banden lag bei ASCs aus betroffenem Gewebe dabei durchschnittliche bei 10,92, bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe hingegen bei 7,03. Durch die Supplementierung von 1 uM Buparlisib
lieB3 sich die durchschnittliche RPS6K 1-Proteinexpression beider Zellarten senken, wobei ein
signifikanter Unterschied zwischen der optischen Dichte der Banden bei ASCs aus betroffenem
und unbetroffenem Gewebe nachweisbar war. Die optische Dichte lag bei ASCs aus
betroffenem Gewebe unter der Inhibitorbehandlung durchschnittliche bei 4,97, bei ASCs aus

unbetroffenem Gewebe bei 1,61.
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Abbildung 42 A): Darstellung der Western Blot-Banden von RPS6K1 bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe von Patient 2, 4, 5 und 6 nach einwéchiger Kultivierung in Kultivierungsmedium
(=CM) mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib. B):Durchschnittliche RPS6K1-Proteinexpression
bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nach einwochiger Kultivierung in
Kultivierungsmedium (=CM) mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib; Quantifizierung der
Proteinexpression durch photometrische Messung der optischen Dichte der Banden der Zielenzyme
bezogen auf die optische Dichte der Banden des Housekeeping-Gens, Mittelwert aus allen
Patientendaten + Standardabweichung; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: optische
Dichte, Kennzeichnung der Signifikanzniveau mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

AnschlieBend wird die Proteinexpression der einzelnen MSL-Patienten im Verhiltnis zur
Expression des Housekeeping-Gen nach einwochiger Differenzierung in CM mit und ohne
Inhibitorsupplementierung dargestellt (vgl. Abbildung 43). Im unbehandelten Zustand konnte
bei allen Patienten fiir ASCs aus betroffenem Gewebe eine hohere RPS6K 1-Proteinexpression
nachgewiesen werden als bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Bei Patient 2 lag die basale
optische Dichte der RPS6K1-Bande bei ASCs aus betroffenem Gewebe bei 7,89, bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe bei 5,98. Bei Patient 4 konnte eine optische Dichte von 18,65 bei ASCs
aus betroffenem Gewebe nachgewiesen werden. Bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe wurde

eine optische Dichte von 8,72 detektiert. Bei Patient 5 betrug die optische Dichte bei ASCs aus
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betroffenem Gewebe 0,04 und bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe 0,03. Bei Patient 6 wies
die RPS6K-Bande eine optische Dichte von 17,11 bei ASCs aus betroffenem Gewebe eine auf.
Die optische Dichte bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe lag bei 13,40.

Durch die Behandlung mit 1 uM Buparlisib wurde die Proteinexpression von ASCs aus
unbetroffenem Gewebe bei allen Patienten, au3er Patient 5, gesenkt. Bei ASCs aus betroffenem
Gewebe wurde die RPS6K 1-Expression bei zwei Patienten reduziert (vgl. Patient 4 und 6). Bei
zwei Patienten wurde die Expression von RPS6K1 unter Buparlisibeinfluss gesteigert (vgl.
Patient 2 und 5). Bei Patient 2 betrug die optische Dichte der RPS6K1-Bande bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe dabei 3,26. Die optische Dichte bei ASCs aus betroffenem Gewebe
wurde auf einen Wert von 8,20 gesteigert. Bei Patient 4 lie sich die optische Dichte der Banden
unter Inhibitoreinfluss bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe auf 1,71, bei ASCs aus
betroffenem Gewebe auf 5,34 senken. Bei Patient 5 wurde die optische Dichte bei ASCs aus
betroffenem Gewebe auf einen Wert von 0,18 und bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe auf
einen Wert von 0,08 gesteigert. Bei Patient 6 konnte bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe eine
optische Dichte von 1,39 unter Inhibitoreinfluss nachgewiesen werden, bei ASCs aus

betroffenem Gewebe von 6,14.
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Abbildung 43: RPS6KI-Proteinexpression bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe von
Patient 2, 4, 5 und 6 (jeweils als Unikat) nach einwéchiger Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM)
mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib;, Quantifizierung der Proteinexpression durch
photometrische Messung der optischen Dichte der Banden der Zielenzyme bezogen auf die optische
Dichte der Banden des Housekeeping-Gens, x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: optische
Dichte

4.4.3.p-RPS6K1

Die Proteinexpression der phosphorylierten RPS6-Kinase 1 wurden bei vier Patienten anhand
von Western Blots untersucht (vgl. Abbildung 44A). Wie bei der RPS6K1 konnte fiir die p-
RPS6K1 eine im Mittel hohere Proteinexpression seitens der ASCs aus betroffenem Gewebe
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 44 B). Die optische Dichte der Bande fiir p-RPS6K1
von ASCs aus betroffenem Gewebe betrug durchschnittlich 1,28, von ASCs aus unbetroffenem
Gewebe 0,82. Unter Buparlisibeinfluss konnte die durchschnittliche p-RPS6K1-
Proteinexpression von ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe gesenkt werden,
wobei die optische Dichte der Western Blot-Bande bei ASCs aus betroffenem Gewebe unter

Inhibitoreinfluss durchschnittlich bei 0,39 lag, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei 0,34.
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Abbildung 44 A): Darstellung der Western Blot-Banden von p-RPS6K1 bei ASCs aus unbetroffenem
und betroffenem Gewebe von Patient 2, 4, 5 und 6 nach einwéchiger Kultivierung in
Kultivierungsmedium (=CM) mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib. B):Durchschnittliche p-
RPS6K I-Proteinexpression bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nach einwéchiger
Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM) mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib;
Quantifizierung der Proteinexpression durch photometrische Messung der optischen Dichte der Banden
der Zielenzyme bezogen auf die optische Dichte der Banden des Housekeeping-Gens,; Mittelwert aus
allen Patientendaten + Standardabweichung,; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse:
optische Dichte; Kennzeichnung des Signifikanzniveaus mittels *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001

Im Folgenden wird die p-RPS6K1-Proteinexpression von vier Patienten nach einwdchiger
Kultivierung mit und ohne Buparlisibzugabe einzeln erldutert. Bei den Western Blots zeigt sich
die stirkste p-RPS6K1-Bande bei mehr als der Hilfte der Patienten bei ASCs aus betroffenem
Gewebe (vgl. Abbildung 45 A, Patient 2, 4 und 5). Da die Expression der p-RPS6K1 fiir das
Sdulendiagramm in Relation zur Expression des Housekeeping-Gens gesetzt wurde, zeigen sich
zwischen den Western Blots und den Sdulendiagrammen teils gegenteilige Tendenzen. Bei
Patient 2 liegt die relative Proteinexpression von p-RPS6K1 bei ASCs aus unbetroffenem
Gewebe im unbehandelten Zustand daher iiber der Expression von ASCs aus betroffenem
Gewebe, wobei die Bande im Western Blot bei ASCs aus betroffenem Gewebe am hochsten
war (vgl. Abbildung 44 A, Patient 2 und Abbildung 45, Patient 2). Auch bei Patient 5 und 6
fiihrt diese Relation zu einer verhdltnismaBig starken Expression von p-RPS6K1 bei ASCs aus
betroffenem Gewebe unter Buparlisibeinfluss.

In den Séulendiagrammen zeigt sich bei der Hilfte der Patienten eine hohere p-RPS6KI1-
Proteinexpression seitens der ASCs aus betroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 45, Patient 4 und
5). Bei Patient 4 lag die optische Dichte der Bande von p-RPS6K1 bei ASCs aus betroffenem
Gewebe bei 3,13, bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei 1,61. Bei Patient 5 konnte eine
optische Dichte von 0,058 bei ASCs aus betroffenem Gewebe detektiert werden. Bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe betrug die optische Dichte der p-RPS6K1-Bande 0,034. Bei Patient 2
lag die optische Dichte bei ASCs aus betroffenem Gewebe mit einem Wert von 0,15 unter dem
Wert von ASCs aus unbetroffenem Gewebe mit 0,34. Bei Patient 6 lag die optische Dichte bei
ASCs aus betroffenem Gewebe mit einem Wert von 0,47 ebenfalls unter dem Niveau von ASCs
aus unbetroffenem Gewebe mit 0,56.

Unter Inhibitoreinfluss konnte bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei allen Patienten eine
Reduktion der p-RPS6K 1-Proteinexpression nachgewiesen werden. Bei ASCs aus betroffenem
Gewebe wurde die Proteinexpression bei zwei der Patienten gesteigert (vgl. Abbildung 45,
Patient 5 und 6) und bei zwei Patienten gesenkt (vgl. Abbildung 45, Patient 2 und 4). Bei Patient

2 wurde die optische Dichte bei ASCs aus betroffenem Gewebe von einem Ausgangswert von
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0,15 auf einen Wert von 0,10 gesenkt. Bei Patient 4 kam es unter Buparlisibeinfluss bei ASCs
aus betroffenem Gewebe zur Reduktion der optischen Dichte auf einen Wert von 0,33, wobei
dieser Wert unter dem Niveau der optischen Dichte der Banden von ASCs aus unbetroffenem
Gewebe mit einem Wert von 0,85 lag. Bei Patient 5 wurde die optische Dichte bei ASCs aus
betroffenem Gewebe von 0,058 auf einen Wert von 0,076 gesteigert. Bei Patient 6 wurde die
optische Dichte bei ASCs aus betroffenem Gewebe von einem Wert von 0,47 auf einen Wert

von 0,66 erhoht.
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Abbildung 45: p-RPS6K-Proteinexpression bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe von
Patient 2, 4, 5 und 6 (jeweils als Unikat) nach einwéchiger Kultivierung in Kultivierungsmedium (=CM)
mit und ohne Zugabe von 1 uM Buparlisib. Quantifizierung der Proteinexpression durch
photometrische Messung der optischen Dichte der Banden der Zielenzyme bezogen auf die optische
Dichte der Banden des Housekeeping-Gens; x-Achse: Buparlisibkonzentration in uM; y-Achse: relative
Proteinexpression
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5. Diskussion

5.1.Multiple Symmetrische Lipomatose als hyperproliferative Erkrankung adipogener

Stammzellen

Da das disproportionale Wachstum des lipomatdsen Gewebes bei der MSL nicht in direkten
Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme der Patienten gebracht werden kann und sich das
Gewebe in den betroffenen Korperarealen bei Restriktion der Nahrungszufuhr nicht signifikant
reduziert, sind mehrere Entstehungsmechanismen bei der MSL denkbar - eine
Hyperproliferation adipogener Vorlduferzellen, eine erhohte adipogene Differenzierung von
ASCs in adipogen differenzierte Fettzellen (Adipogenese) oder eine Hyperplasie adipogen
differenzierter Zellen. Die Entstehung von Lipomen, Liposarkomen und Osteolipomen konnten
bereits auf ASCs zuriickgefiihrt werden (108, 263-265). Aullerdem wird vermutet, dass ASCs
fiir das rezidivierende Wachstum von Lipomen nach stattgefundener Liposuktion
verantwortlich sind (266). Es konnte gezeigt werden, dass ASCs aus Lipomen eine vermehrte
Proliferation aufweisen, was als Ursache fiir das Lipomwachstum diskutiert wurde (264, 265,
267). Daher ist es denkbar, dass eine Hyperproliferation von ASCs auch zur Entstehung des
lipomatosen Gewebes bei der Multiplen Symmetrischen Lipomatose fiihren konnte.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass lipomatdses Gewebe von MSL-Patienten eine erhohte
Stammzellfrequenz aufweist (268, 269). Tremp et al. untersuchten die Stammzellfrequenz von
lipomatosem Gewebe von MSL-Patienten mittels colony-forming unit fibroblast (CFU-f) -
Assay. Dabei konnte ein erhohter Anteil von adipogenen Vorlduferzellen innerhalb der
Zellkolonien nach zweiwoOchiger Kultivierung von ASCs aus lipomatosem Gewebe
nachgewiesen werden. Eine Stammzellanteil von 1 bis 10 % aller kernhaltiger Zellen gilt dabei
als allgemeiner Referenzwert (270). Die Anzahl adipogener Vorlduferzellen innerhalb der
Zellkolonien nach Kultivierung von ASCs aus betroffenem Gewebe betrug 14,3 £ 5 % (269).
Allerdings wurde der Versuchsautbau unter Kultivierung von FGF durchgefiihrt, welches die
Proliferation von ASCs bekannterweise steigert (271, 272). Ein erhohte Stammzellfrequenz in
lipomatdsem Gewebe von MSL-Patienten konnte jedoch auch in neueren Studien von Sanna et
al. nachgewiesen werden. Mittels Durchflusszytometrie wurde ein signifikant hoherer Anteil
von CD45CD31°CD34" ASCs in extrahiertem, lipomatdosem Gewebe quantifiziert als in
unbetroffenem subkutanem Fettgewebe, wobei beide Gewebsarten beziiglich der Expression

von Oberflaichenmarkern mesenchymalen Zellen und Perizyten glichen. Dies deutet vielmehr
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auf ein Hyperproliferation als auf eine Hyperplasie betroffenen Gewebes hin (268), 14sst jedoch
die Frage offen, ob es sich um eine Hyperproliferation oder vermehrte Adipogenese betroffenen
Gewebes handelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden ASCs aus betroffenen und unbetroffenem
Gewebe von MSL-Patienten anhand ihrer Vitalitdt und Differenzierung miteinander verglichen.
Eine Vitalititssteigerung iiber die Zeit wurde mit einer erhdhten Proliferation gleichgesetzt. Im
unbehandelten Zustand zeigen ASCs aus betroffenem Gewebe nach einem, drei und sechs
Tagen eine durchweg hohere Vitalitét als ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 13
und Abbildung 14 A). Werden die Ergebnisse der einzelnen Patienten betrachtet, so
unterscheidet sich die Vitalitdt der ASCs aus betroffenem Gewebe bei 2/3 der Patienten nach
drei Tagen der Versuchsdurchfiihrung signifikant von der Vitalitit der ASCs aus unbetroffenem
Gewebe (vgl. Abbildung 14 A). Bereits einen Tag nach Versuchsstart lie sich bei ASCs aus
betroffenem Gewebe eine durchschnittlich 26 % hohere Proliferation nachweisen als bei ASCs
aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 13), welche exponentiell zunahm, sodass sich
sechs Tage nach Versuchsstart ein signifikanter Unterschied zwischen der durchschnittlichen
Proliferation von ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe ergab. ASCs aus
betroffenem Gewebe proliferieren also deutlich schneller als ASCs aus unbetroffenem Gewebe.
Dies steht im Einklang mit Ergebnissen vieler Studien, die eine erhdhte Proliferation von ASCs
aus lipomatdsem Gewebe bei der MSL nachweisen konnten (14, 19, 28, 30).

Demgegeniiber zu stellen sind die Ergebnisse der adipogenen Differenzierung, wobei ASCs aus
betroffenem Fettgewebe ein gegeniilber ASCs aus unbetroffenem Gewebe ca. 24 %
vermindertes Differenzierungspotential aufwiesen. Dies zeigte sich zu der durchschnittlichen
Differenzierungskapazitit von ASCs aus unbetroffenem Gewebe signifikant reduziert (vgl.
Abbildung 15). Da das Ausbleiben des Zellwachstums als Voraussetzung fiir die
Differenzierung von Zellen gilt (273), untermauern diese Daten die Hypothese, dass es sich bei
der MSL um eine hyperproliferative Erkrankung von ASCs handelt, deren
Differenzierungskapazitit in gleichem Zuge signifikant reduziert ist. Tremp et al. assoziierten
diese Eigenschaften mit einer Expression von CD34 bei ASCs aus lipomatosem Gewebe von
MSL-Patienten (269). Die Expression von CD34 wird neben einer erhohten Proliferationsrate
mit einer Blockade des Differenzierungsprozesses von Vorlduferzellen in Verbindung gebracht,
die demnach ihren Stammzellcharakter beibehalten (265). Des Weiteren gilt CD34 als Marker
fir Angiogenese (274, 275), was eine Erkldrung fiir die vermehrte Vaskularisation des
betroffenen Gewebes von MSL-Patienten darstellen konnte. Ob es sich bei der

Hyperproliferation der ASCs aus lipomatdsem Gewebe bei der MSL um die Ursache oder Folge
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der aberranten Differenzierung der Zellen handelt, ist zum bisherigen Forschungsstand unklar

und bedingt weitere Forschungsarbeit.

5.2. Buparlisib fiihrt zur signifikanten Reduktion von Zellproliferation und Adipogenese bei

ASCs aus betroffenem Gewebe

Der PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg stellt eine Schliisselrolle in der Regulation des
Zellumsatzes dar, da er je nach Vorhandensein von Wachstumsfaktoren, Néhrstoffen sowie
dem entsprechenden Energieniveau der Zelle die Proteinbiosynthese und das Zellwachstum
sowie die Zellzyklusprogression bzw. Apoptose steuert (276-278). Des Weiteren haben der
Néhstoffstatus der Zelle und Insulin einen entscheidenden Einfluss auf die adipogene
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen. Es konnte gezeigt werden, dass der Insulin-PI3-
Kinase-Akt-Signalweg die Aktivitdt von PPARy, einem entscheidenden Transkriptionsfaktor
fiir die adipogene Differenzierung, direkt iiber die Phosphorylierung und Inaktivierung von
FOXO1 reguliert (279-282). Des Weiteren beeinflusst mTOR die Transaktivierung von
C/EBPa durch PPARY, welche ihre Aktivitit liber eine positive Feedbackschleife gegenseitig
aufrecht erhalten und zur Aktivierung weiterer adipogener Transkriptionsfaktoren fiihren, die
die adipogene Differenzierung vermitteln (283).

In dieser Arbeit wurde erstmals der Einfluss von Buparlisib, einem Pan-Klasse-I-P13-Kinase-
Inhibitor, auf die Vitalitit und adipogene Differenzierung von ASCs untersucht. Dabei wurden
ASCs aus subkutanem Fettgewebe sowie lipomatdsem Gewebe von MSL-Patienten extrahiert
und miteinander verglichen. Buparlisib konnte in den Vitalititstests mit Resazurin bei ASCs
aus unbetroffenem, subkutanem Fettgewebe sowie lipomatésem Gewebe eine
konzentrationsabhédngige Reduktion der Zellvitalitdt und -Proliferation herbeifiihren (vgl.
Abbildung 13 und 14). Dabei hat Buparlisib einen groBeren inhibitorischen Einfluss auf die
ASCs des betroffenen Gewebes, die prozentual zu ihrem Ausgangswert stirker gehemmt
werden als ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Deutlich wird dies zum einen daran, dass die im
Durchschnitt hohere Vitalitit der ASCs aus betroffenem Gewebe durch die Behandlung mit
10 uM Buparlisib an allen Untersuchungstagen unter das Stoffwechselniveau der ASCs aus
betroffenem Gewebe gesenkt wurde (vgl. Abbildung 13 A). Zum anderen wurden ASCs aus
betroffenem Gewebe bei der Hilfte der Patienten bei einer niedrigeren Inhibitorkonzentrationen
signifikant zu ithrem Ausgangswert gechemmt (vgl. Abbildung 14, Patient 1, 3, 6, 7 und 8) bzw.
bei gleicher Inhibitorkonzentration zu einem hdheren Signifikanzniveau gehemmt (vgl.

Abbildung 13 B und C, d3 und d6; vgl. Abbildung 14, Patient 2) als ASCs aus unbetroffenem
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Gewebe, wobei Letzteres nur als zusitzliche Untermauerung der Tendenz der Messwerte
gesehen werden sollte. Im Durchschnitt lieB sich eine signifikante Reduktion der Vitalitét der
ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nach drei und sechs Tagen ab einer
Inhibitorkonzentration von 1 uM nachvollziehen (vgl. Abbildung 13 B und C, d3 und d6),
sodass diese Konzentration als mdgliche therapeutische Dosis diskutiert werden konnte.

Auch in den Versuchen zur adipogenen Differenzierung konnte Buparlisib eine
konzentrationsabhéngige Reduktion der optischen Dichte der Extraktionslésung der Oil Red-
Féarbung und damit potentiell der adipogenen Differenzierung der Zellen bewirken, wobei der
signifikante Unterschied zwischen der Differenzierungskapazitit von ASCs aus betroffenem
und unbetroffenem Gewebe im unbehandelten Zustand durch Buparlisib ausgeglichen werden
konnte (vgl. Abbildung 15). Durch Buparlisib konnte sowohl die durchschnittliche
Differenzierung in adipogene Zellen bei ASCs aus betroffenem Gewebe als auch bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe signifikant reduziert werden, wobei eine signifikante Reduktion der
adipogenen Differenzierung bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bereits bei einer
Inhibitorkonzentration von 1 uM nachvollziehbar war, wohingegen ASCs aus betroffenem
Gewebe erst bei einer Konzentration von 5 uM Buparlisib signifikant zum Ausgangwert in ihrer
adipogenen Differenzierung gehemmt wurden. Prozentual konnte die adipogene
Differenzierungskapazitit von ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe bei beiden
Konzentrationen in etwa gleichem Mal3e, ndmlich auf das 0,72-Fache vom Ausgangwert bei
1 uM sowie das 0,72- bis 0,71-Fache bei 5 uM Buparlisib, gesenkt werden, sodass von einer
dquivalenten Potenz gegeniiber der Inhibition der adipogenen Differenzierung von ASCs aus
betroffenem und unbetroffenem Gewebe ausgegangen werden kann. In Vorversuchen dieser
Arbeitsgruppe zur adipogenen Differenzierung von ASCs aus unbetroffenem und lipomatdsem
Gewebe konnte gezeigt werden, dass Rapamycin auf die Differenzierung von ASCs aus
betroffenem Gewebe keinen Einfluss hat, wohingegen die adipogene Differenzierung von
ASCs aus unbetroffenem Gewebe reduziert werden konnte (33). Ein moglicher
Erklarungsversuch konnte sein, dass Rapamycin die Phosphorylierung von PPARy durch
mTOR unterbinden kann, die Phosphorylierung iiber die PI3K-Akt-FOXOI1-Achse jedoch
erhalten bleibt. Durch Buparlisib konnte eine Beeinflussung beider Signalwege initiiert werden,
weshalb die adipogene Differenzierung unter Buparlisib im Vergleich zu Rapamycin bei ASCs
aus betroffenem Gewebe signifikant reduziert werden konnte. Nichtsdestotrotz lief sich die
adipogene Differenzierung unter Buparlisib bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem
Gewebe nur partiell inhibieren, was daran deutlich wird, dass die Zugabe von 5 pm Buparlisib

im Vergleich zu 1 pm Buparlisib nur eine marginale zusatzliche Reduktion der optischen Dichte
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der Extraktionsldsung nach sich zog (vgl. Abbildung 15). Dies legt die Vermutung nahe, dass
die adipogene Differenzierung iiber anderweitige Signalwege als dem PI3-Kinase-Akt-mTOR-
Signalweg aufrechterhalten wird. Neben dem PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg wird die
PPARy-Expression beispielweise iiber BMP2-Smadl oder p38-MAPK (p38-mitogenaktivierte
Proteinkinase) induziert (284). Dieser Signalweg konnte folglich zu einer persistierenden
adipogenen Differenzierung unter Buparlisib fiihren. Um nachzuvollziehen, inwiefern der PI3-
Kinase-Akt-mTOR-Signalweg bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe reguliert
ist und inwiefern dies zu einer Hyperproliferation des betroffenen Gewebes fiihren konnte,
wurde die Gen- und Proteinexpression der Enzyme des PI3-Kinase-Signalwegs genauer

untersucht.

5.3. Bei der Multiplen Symmetrischen Lipomatose kommt es zur autonomen Induktion des PI3-

Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs auf Ebene adipogener Stammzellen

Die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zur Gen- und Proteinexpression des PI3-Kinase-Akt-
mTOR-Signalwegs von ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe zeigen, dass der
PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg bei ASCs aus betroffenem Gewebe induziert ist und eine
unterschiedliche Regulation des Signalwegs auf Gen- und Proteinebene zwischen beiden
Zellarten vorliegt. Sowohl fiir RPS6K1, dem Zielenzym des PI3-Kinase-Akt-mTOR-
Signalwegs, als auch fiir dessen aktivierte, phosphorylierte Form p-RPS6K1 konnte bei ASCs
aus betroffenem Gewebe eine hohere durchschnittliche Proteinexpression nachgewiesen
werden. Die durchschnittliche RPS6K1-Expression betrug bei ASCs aus betroffenem Gewebe
mehr als das 1,55-Fache als bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 42 B).
Ebenso konnte eine ca. 1,56-fach hohere durchschnittliche Proteinexpression der aktivierten p-
RPS6K 1 bei ASCs aus betroffenem Gewebe nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 44 B). Dies
spricht zum einen fiir eine Induktion des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs bei ASCs aus
betroffenem Gewebe auf Proteinebene, zum anderen auch fiir eine Stimulation der Translation,
da die erhohte Proteinexpression von RPS6KI1 in gleichem MaBle in deren Aktivierung
resultiert. Ein erhdhter Translationsstimulus bei ASCs aus betroffenem Gewebe steht mit der
Hypothese einer hyperproliferativen Erkrankung bei der MSL im Einklang. In Mausversuchen
konnte gezeigt werden, dass eine RPS6K1-Deletion zu einer reduzierten Korperfettmasse,
verminderten Adipozytengrof3e, einer erhohten Lipolyse sowie zu einer Resistenz gegeniiber
High-Fat-Didt-induzierter Gewichtszunahme fiihrt (285). Eine aberrante RPS6-Kinase 1-

Stimulation wird im Gegenzug mit der Entstehung von Insulinresistenz und Diabetes,
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Ubergewicht, verschiedenen Tumoren und Gewebshypertrophie in Verbindung gebracht (239,
286, 287). Demnach konnte eine Stimulation der RPS6-Kinase 1 bei der MSL einen
wachstumsfordernden Einfluss auf ASCs des betroffenen Gewebes vermitteln.

Die Behandlung mit Buparlisib flihrte bei beiden Zellarten zu einer Reduktion der
durchschnittlichen Proteinexpression von RPS6K1 und p-RPS6K1 (vgl. Abbildung 42 B und
44 B), wobei sich nach Inhibition ein signifikanter Unterschied zwischen der RPS6KI-
Expression von ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nachweisen liel. Dabei
wurde die Expression von RPS6K bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe auf das 0,23-fache, bei
ASCs aus betroffenem Gewebe auf das 0,45-fache des urspriinglichen Expressionswertes
gesenkt (vgl. Abbildung 42 B). Dies deutet darauf hin, dass ASCs aus unbetroffenem Gewebe
starker in der Expression von RPS6K1 gehemmt werden als ASCs aus betroffenem Gewebe.
Werden die Patienten einzeln betrachtet, ldsst sich bei ASCs aus unbetroffenem und
betroffenem Gewebe eine gegensitzliche Regulation der Proteinexpression von RPS6K1 und
p-RPS6K1 feststellen. Wéihrend es bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe unter
Buparlisibeinfluss bei % der Patienten zu einer Reduktion der RPS6K1-Expression kam (vgl.
Abbildung 43, Patient 2,4 und 6), blieb die Expression von RPS6K1 bei ASCs aus betroffenem
Gewebe bei der Hilfte der Patienten auf stabilem Niveau oder wurde gesteigert (Abbildung 43,
Patient 2 und 5). Noch deutlicher lieB3 sich dieser Trend bei der Untersuchung der Proteinlevel
der aktivierten, phosphorylierten p-RPS6K1 nachvollziechen. Wéhrend der Anteil von
aktivierter p-RPS6K1 bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei allen Patienten gesenkt werden
konnte, blieben die Proteinlevel von p-RPS6K1 bei % der Patienten bei ASCs aus betroffenem
Gewebe auf stabilem Niveau oder wurde gesteigert (vgl. Abbildung 45, Patient 2, 5 und 6).
Insbesondere bei Patient 5, dem einzigen Patienten, bei dem sich eine Expressionssteigerung
der RPS6-Kinase 1-Gesamtlevel unter Buparlisibeinfluss bei beiden Zellarten nachvollziehen
lieB (vgl. Abbildung 43, Patient 5), konnten die Proteinlevel der aktivieren p-RPS6Kinase 1 bei
ASCs aus unbetroffenem Gewebe unter Inhibitoreinfluss reduziert werden, wohingegen die
Expression bei ASCs aus betroffenem Gewebe gesteigert wurde (vgl. Abbildung 45, Patient 5).
Dies legt die Vermutung nahe, dass es bei ASCs aus betroffenem Gewebe zu einem
Translationsstimulus kommt, der von externen Einfliissen in gewissem Malle unabhéngig ist.
Es wurde mehrfach beschrieben, dass sich Tumoren die Reprogrammierung des
Zellmetabolismus zu Nutze machen, um eine anabole Stoffwechsellage zu vermitteln, indem
sie die Aktivitit von Nahrstofftransportern, Stoffwechselenzymen und Transkriptionsfaktoren
unabhingig von ilibergeordneten Stimulationsfaktoren steigern (246, 288). Eine autonome p-

RPS6K-Stimulation wurde beispielweise bei Hormonrezeptor-positivem Brustkrebs

109



nachgewiesen und gilt als negativer pradiktiver Wert fiir das Therapieansprechen (289).
RPS6K1 induziert eine Hormon-unabhingige Aktivierung des Ostrogenrezeptors ERa und
trigt daher zum Aufrechterhalten des Ostrogenspiegels und der autokrinen Tumorgenese bei
(290). Daher wird p-RPS6K1 als Proliferationsmarker bei Brustkrebs herangezogen (291).
Ebenso gilt p-RPS6K1 als Marker fiir eine erhohte Adipogenese des Tumor-
Mikroenvironments sowie bei Adipositas (291, 292). Auch bei der MSL konnte eine autonome
p-RPS6K1-Stimulation beitragen, einen dauerhaften Proliferations- und Adipogenese-Stimulus
auf das lipomatdse Gewebe zu vermitteln.

Um herauszufinden, ob eine gesteigerte Expression der RPS6-Kinase auf Transkriptionsebene
nachzuvollziehen ist, wurde die Genexpression von RPS6KBI1 untersucht. Wéhrend die
durchschnittliche Proteinexpression von RPS6K1 und deren Aktivierung zu p-RPS6K1 durch
Buparlisib auf Translationsebene reduziert werden konnte (vgl. Abbildung 43 B und 45 B),
bewirkt Buparlisib auf Transkriptionsebene eine Steigerung der durchschnittlichen RPS6KB1-
Genexpression bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 34 A).
Berticksichtigt man die konzentrationsabhéngige Vitalitdtsinhibition durch Buparlisib bei den
Resazurinassays (vgl. Abbildung 13), kann die Expressionssteigerung von RPS6KB1 unter
Buparlisibkonzentrationen als reflektorische Antwort im Sinne eine Gegenregulation zu einer
pro-apoptotischen, katabolen Stoffwechsellage der ASCs angesehen werden. Dabei versucht
die Zelle die initiale RPS6K1-Proteinlevel durch Regulation der Transkription von RS6KB1
aufrecht zu erhalten, sobald sie einen Abfall des Expressionsniveaus bzw.
translationsstimulierender Signale durch p-RPS6K unter zytotoxischen Einfliissen von
Buparlisib bemerkt. Wéhrend die Genexpression von RPS6KB1 bei ASCs aus unbetroffenem
Gewebe unter Buparlisibeinfluss signifikant erhoht wurde, wurde die bereits basal hohere
RPS6KBI1-Genexpression seitens der ASCs aus betroffenem Gewebe weniger stark induziert
(vgl. Abbildung 34 A). Dies deutet wiederum darauf hin, dass sich ASCs aus betroffenem
Gewebe regulativen Einfliissen auf den P13-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs entziehen.

Auch bei EIF4EBPI1, welches fiir das zweite Zielenzym des P13-Akt-mTOR-Signalwegs, dem
Translationsrepressor 4E-BP1 codiert, konnte im unbehandelten Zustand eine hohere
durchschnittliche Genexpression bei ASCs aus betroffenem Gewebe festgestellt werden (vgl.
Abbildung 37 A), was auf eine Induktion des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs hindeutet.
Ob der Proteinkomplex elF4E-BP1 ebenfalls gesteigert exprimiert wird und in welcher Form
dieser intrazelluldr vorliegt, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Da eine gesteigerte
RPS6KB1-Genexpression in einer gesteigerten RPS6K1- und p-RPS6K1-Poteinexpression

resultierte, kann vermutet werden, dass die 4E-BPI1-Proteinexpression bei ASCs aus
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betroffenem Gewebe induziert ist. Bei insgesamt gesteigertem PI3-Kinase-Akt-mTOR-
Signalweg wiirde dies in einer Phosphorylierung von 4E-BP1 und damit Inaktivierung
resultieren, die zu einer Translationsstimulation bei ASCs aus betroffenem Gewebe fiihrt - was
im Einklang mit dem hyperproliferativen Charakter der MSL steht. Durch Zugabe von
Buparlisib konnte die durchschnittliche Genexpression von EIF4EBP1 bei ASCs aus
betroffenem und unbetroffenem Gewebe gesenkt werden (vgl. Abbildung 37 A). In Vorarbeiten
dieser Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine Rapamycin-induzierte Hemmung von
mTOR mit einem Anstieg des dephosphorylierten 4E-BP1, und damit mit einer
Translationshemmung, assoziiert ist (293, 294). Folglich ist denkbar, dass der PI3-Kinase-
Inhibitor Buparlisib ebenfalls zur Translationshemmung durch 4E-BP1 fiihrt. Im Durchschnitt
konnte das Expressionsniveau von EIF4EBP1 bei ASCs aus betroffenem Gewebe unter das
Niveau von ASCs aus unbetroffenem Gewebe gesenkt werden. Auch bei den einzelnen
Patienten ldsst sich ein angleichendes Verhalten bzgl. der Genexpression von ASCs aus
unbetroffenem und betroffenem Gewebe unter Inhibitoreinfluss feststellen (vgl. Abbildung 38,
Patient 1, 2, 3, 4, 5 und 6), wobei zum Teil signifikante Unterschiede in der basalen EIFAEBP1-
Expression zwischen den ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe ausgeglichen
wurden. Da die Expression von RPS6KB1 im Gegensatz zu EIF4EBP1 relativ unbeeinflusst
blieb, deutet dies darauf hin, dass eine Fehlregulation in der PI3-Kinase-Akt-mTOR-RPS6-
Kinase-Achse besteht und nicht bei 4E-BP1.

Interessanterweise lieBen sich nach adipogener Differenzierung keinerlei Unterschiede zu oben
beschriebenen Tendenzen beziiglich der durchschnittlichen Genexpression von RPS6KB1 und
EIF4EBP1 feststellen (vgl. Abbildung 34 B und 37 B). Daher liegt die Vermutung nahe, dass
die urséchliche Fehlregulation der MSL auf Ebene der ASCs zu suchen ist. Letztendlich sind
jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um Riickschliisse auf die Regulation der
Enzymaktivitit des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweges von adipogen differenzierten Zellen
ziehen zu konnen.

Die Aktivierung des PI3-Kinase-Akt-Signalweg stellt den héaufigsten, autonomen
Mechanismus in Tumoren dar, der zu aberrantem Zellwachstum fiihrt (7). Eine Erklarung dafiir
konnte sein, dass dieser Signalweg den Ausgangspunkt der Regulation des
Glukosemetabolismus, der Proteinbiosynthese und der Zellzyklusprogression bildet. Die
haufigsten Mutationen, die zu einer Wachstumsfaktor-unabhéngigen Signalweginduktion
filhren, sind die Amplifikation oder Aktivierung von PI3-Kinase-spezifischen RTKs,
aktivierende Mutationen von PIK3CA, eine Loss of function-Mutation oder Deletion von PTEN

oder eine Amplifikation oder Missense-Mutation von AKT (288, 295, 296). Um
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herauszufinden, welcher Ebene eine Induktion des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweges bei der
MSL stattfindet, wurde die Genexpression von PIK3R1, PIK3CA, PTEN, AKT1, MTOR,
sowie die Proteinexpression der PI3-Kinase untersucht. Dabei lieB3 sich eine Geninduktion fiir
PIK3CA sowie im geringen Malle von PTEN nachweisen (vgl. Abbildung 23 A und 26),
wohingegen die Expression der nachfolgenden Signalweg-aktivierenden Enzyme, Akt und
mTOR (vgl. Abbildung 28 A und 31 A), reduziert war. Dies deutet auf eine Fehlregulation der
PI3-Kinase selbst hin. Die Genexpression von PIK3R1, welches fiir die regulatorische
Untereinheit der PI3-Kinase codiert, war im unbehandelten Zustand sowohl bei ASC aus
betroffenem Gewebe, als auch bei adipogen differenzierter Zellen aus betroffenem Gewebe im
Vergleich zu Zellen aus unbetroffenem Gewebe reduziert (vgl. Abbildung 20 A und B). Bei der
Genexpression von PIK3CA, welche fiir die katalytische p110a-Untereinheit der PI3-Kinase
codiert, konnte jedoch der grofite Unterschied im gesamten PI3-Kinase-Signalweg zwischen
ASCs aus betroffenem Gewebe und unbetroffenem Gewebe nachgewiesen werden (vgl.
Abbildung 23 A). Im unbehandelten Zustand betrug die durchschnittliche PIK3CA-
Genexpression bei ASCs aus betroffenem Gewebe dabei das 2,4-Fache der Expression von
ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Interessanterweise blieb die durchschnittliche PIK3CA-
Expression bei ASCs aus betroffenem Gewebe nach Zugabe von Buparlisib weitestgehend
stabil, wihrend die Expression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe durch Buparlisib
signifikant auf das 1,85-Fache gesteigert wurde (vgl. Abbildung 23 A). Moglicherweise
spiegelt dies eine autonome Induktion des PI3-Kinase-Signalweges bei ASCs aus betroffenem
Gewebe wider, die zu einer dauerhaften Stimulation der Lipidkinase auf Genebene fiihrt und
die durch Buparlisib unbeeinflusst bleibt. Aktivierende Mutationen des PIK3CA-Gens stellen
die haufigsten onkogenen Mutationen dar (7) und sind mit einer unkontrollierten
Signalweginduktion bei verschiedenen Tumoren, wie dem Mamma, Ovarial-, Magen-,
Prostata- oder Endometriumkarzinom, dem kolorektalen Karzinom oder Glioblastom assoziiert
(297-302). Ebenso werden PIK3CA-Mutationen als Ursache fiir eine Gruppe der PI3K-
assoziiertem GroBBwuchssyndrome (PI3K-related overgrowth syndroms, PROS) beschrieben,
zu denen verschiedene Lipomatosen, wie das CLOVE-Syndrom, das Hemihyperplasie-
multiples-Lipomatosis-Syndrom oder die Facial infiltrating lipomatosis z&hlen (303).
Dementsprechend scheint PIK3CA eine Rolle in der embryonalen Anlage von
Fettgewebsdepots und der Entwicklung von Fettgewebswucherungen zu spielen. Unsere
Arbeitsgruppe vertritt die Hypothese, dass eine Alteration in der PIK3CA-Expression auch bei
der MSL zur Vermittlung eines hyperproliferativen Gewebswachstums beitrigt. Die Tatsache,

dass die PIK3CA-Expression nach adipogener Differenzierung bei Zellen aus betroffenem und
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unbetroffenem Gewebe auf einem &dhnlichen Niveau lag (vgl. Abbildung 23 B), konnte ein
weiteres Indiz dafiir sein, dass sich bei der MSL um eine hyperproliferative
Stammzellerkrankung handelt. Dabei zeigten adipogen differenzierte Zellen aus betroffenem
Gewebe weiterhin eine gering erhohte PIK3CA-Expression im Vergleich zu Zellen aus
unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 23 B). Demnach ist denkbar, dass eine gewisse PI3-
Kinase-Stimulation auch nach Differenzierung nachweisbar ist. Durch die Buparlisibzugabe
lieB sich die Genexpression bei adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem und
unbetroffenem Gewebe steigern, wobei das Expressionsniveau von Zellen aus unbetroffenem
Gewebe iiber das Niveau von Zellen aus betroffenem Gewebe angehoben wurde. Die
Gegenregulation durch Buparlisib im Sinne einer Verhéltnisumkehr der Genexpression von
adipogen differenzierten Zellen aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe konnte einen
Ausgleich der Fehlregulation des PI3-Kinaseweges darstellen.

Als wichtigster Gegenspieler der PI3-Kinase gilt das Tumorsuppressorgen PTEN. Eine
verminderte PTEN-Expression ist in der Pathogenese verschiedener Tumoren, wie dem
Glioblastom (304), Malignen Melanom (305), Prostata- (306) und Mamma-Karzinom (306,
307) involviert. Die Ergebnisse zur PTEN-Expression legen nahe, dass die PTEN-Expression
bei ASCs aus betroffenem Gewebe im Vergleich zur PIK3CA-Expression nicht addquat
gesteigert ist (vgl. Abbildung 26), sodass es zu einem Missverhéltnis zwischen der PI3-Kinase-
und PTEN-AKktivitdt bei der MSL kommen konnte. Folglich kdnnte die Hyperproliferation der
MSL durch ein Missverhéltnis zwischen Generierung und Abbau des Second-Messenger-pools
zugunsten eines vermehrten Umsatzes von PIP; herbeigefiihrt sein. Es sind jedoch weitere
Untersuchungen notwendig, um eine fundierte Aussage iiber eine potentielle Loss-of-Function-
Mutation von PTEN bei der MSL treffen zu konnen. Durch die Behandlung mit Buparlisib
konnte die Expression von PTEN bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe
gleichermallen induziert werden, was als Gegenregulation zu dem erhdhten PI3-Kinase-
Stimulus durch Buparlisib interpretiert werden kann.

Die Ergebnisse der Western Blots zeigen, dass die durchschnittliche Proteinexpression von
PIK3CA bei ASCs aus betroffenem Gewebe im Vergleich zu ASCs aus unbetroffenem Gewebe
erhoht ist (vgl. Abbildung 40 A und B). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die
Expression von PIK3CA bei ASCs aus betroffenem Gewebe unter Buparlisibzugabe weniger
induziert wird als bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 41, Patient 1,4 und 6).
Dies spricht dafiir, dass die Proteinexpression von PIK3CA bereits im basalen Zustand bei
ASCs aus betroffenem Gewebe soweit stimuliert ist, dass eine zusitzliche Induktion, dhnlich

wie auf Transkriptionsebene, nur gering moglich ist. Die Tatsache, dass die durchschnittliche
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Proteinexpression von PIK3CA trotz deutlich induzierter Genexpression bei ASCs aus
betroffenem Gewebe gegeniiber ASCs aus unbetroffenem Gewebe nur gering erhoht ist, kdnnte
auf eine negative Regulation des Signalweges auf Proteinebene hindeuten. In einer
Pionierstudie von Haruta et al. konnte ein negativer Feedbackmechanismus nachgewiesen
werden, bei dem es unter chronischer Insulinexposition zu einer Serin/Threonin-
Phosphorylierung von IRS und damit Reduktion der elektrophoretischen Mobilitét sowie dem
Abbau von IRS kam, was in einer verminderten Signaltransduktion und Phosphorylierung von
Akt und RPS6-Kinase resultierte (308). Die Proteinexpression der PI3-Kinase wurde dabei
nicht untersucht. Da die Phosphorylierung von Akt eine Konsequenz aus der PI3-Kinase-
Aktivitidt darstellt und die PI3-Kinase durch IRS stimuliert wird, ist eine gleichzeitige
Reduktion der PI3-Kinase-Aktivitdt durch einen dauerhaften Insulinstimulus zu folgern, was
im Einklang mit der basal gering erhohten PIK3CA-Proteinexpression von ASCs aus
betroffenem Gewebe steht. Des Weiteren konnten verminderte IRS-Proteinlevel durch p110
CAAX, einer konstitutiv aktiven Form der PI3-Kinase, nachgewiesen werden (308). Dies legt
nahe, dass eine vermehrte Stimulation der PI3-Kinase zu ihrer Selbstlimitation iiber einen
negativen Feedbackmechanismus auf Ebene der IRS-Proteine fiihrt. Es ist daher denkbar, dass
die dauerhafte Induktion der PIK3CA-Expression auf Transkriptionsebene bei ASCs aus
betroffenem Gewebe in einer vermehrten PI13-Kinase-Aktivitit auf Translationsebene resultiert,
die durch den beschriebenen Feedbackmechanismus limitiert wird und zur Reduktion der
Proteinlevel der PI3-Kinase fiihren konnte. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass
auch die Downstream-Substrate des PI3-Kinasewegs eine Regulation auf Ebene von IRS-1
bewirken. mTOR ist unter Stimulation von Insulin iiber die Phosphorylierung von Serin*!?
(Ser’'?) an einem negativen Feedbackmechanismus beteiligt, der die Selbstlimitierung der
Insulinwirkung generiert (248, 249, 309). Dabei wird die Interaktion von IRS-1 mit dem
Insulinrezeptor unterbunden und eine zusétzliche Tyrosin-Dephosphorylierung des Substrates
eingeleitet (309). Es wird vermutet, dass die RPS6-Kinase 1 ebenfalls an der Phosphorylierung
von Ser’'? beteiligt ist (229). Des Weiteren scheinen mTOR und RPS6KI1 iiber die
Phosphorylierung von Serin®'? (Ser®'?) und Serin®? (Ser®*?) einen negativen Einfluss auf die
Interaktion von IRS-1 mit der PI3-Kinase zu nehmen, da sich beide Serinreste in der Ndhe der
Andockstelle der P13-Kinase befinden (229, 310, 311). Diese Feedbackmechanismen konnten
eine mogliche Erkldrung dafiir sein, dass die vermehrte PIK3CA-Genexpression seitens ASCs
aus betroffenem Gewebe letztendlich in einer im Verhéltnis wenig gesteigerten Expression der

Proteinlevel der PI3-Kinase resultiert.
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Beziiglich der durchschnittlichen Genexpression von AKT1 und MTOR konnte bei ASCs aus
betroffenem Gewebe eine im Vergleich zu ASCs aus unbetroffenem Gewebe verminderte
Expression nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 28 A und 31 A). Eine Induktion der
PIK3CA-Proteinexpression konnte zu einer Akt- und mTOR-Stimulation auf Proteinebene
fiilhren, die eine Reduktion der Genexpression von AKT1 und MTOR bedingt. Eine weitere
Erklarung fiir reduzierte AKT1- und MTOR-Genexpression konnte sein, dass die Induktion des
PI3-Kinase-Signalweges nicht auf Ebene der PI3-Kinase, sondern durch eine Gain of function
von Akt bedingt ist, die zur reflektorischen Reduktion der Genexpression von AKT1 und
MTOR fiihren. Sanna et al. propagierten eine signifikante Uberaktivierung von Akt-, ERK1/2
und CK2 im Rahmen einer tiberstimulierten Adipogenese von weillem Fettgewebe als Ursache
des hypertrophem Wachstums von lipomatdsem Gewebe von MSL-Patienten (268). Hierbei ist
jedoch hervorzuheben, dass die Untersuchung der Proteinexpression bei differenzierten Zellen
lipomatdsen Gewebes durchgefiihrt wurde und nicht auf Ebene der SVF. Jedoch ist nicht
auszuschlieBen, dass eine vermehrte Proteinexpression von Akt auch auf Ebene der SVF
nachzuweisen ist. Diese Vermutung lieBe jedoch die Frage offen, weshalb die Genexpression
von PIK3CA bei ASCs aus betroffenem Gewebe gegeniiber ASCs aus unbetroffenem Gewebe
deutlich induziert ist.

Die Genexpression von AKT1 und MTOR lieB sich durch die Behandlung mit Buparlisib bei
beiden Zellarten konzentrationsabhéngig steigern, wobei die Genexpression von ASCs aus
betroffenem Gewebe liber das Niveau von ASCs aus unbetroffenem Gewebe angehoben wurde
(vgl. Abbildung 28 A und 31 A). Ahnlich wie bei der Expression der PI3-Kinase kann eine
Expressionssteigerung unter Buparlisib als reflektorische Gegenregulation zu einer katabolen
Stoffwechsellage interpretiert werden. Dass das Expressionsniveau von ASCs aus betroffenem
und unbetroffenem Gewebe unter Buparlisibeinfluss umgekehrt werden konnte, deutet darauf
hin, dass Buparlisib regulative Wirkung auf die AKT1- und MTOR-Genexpression zeigt und
keine Autonomie von Akt und mTOR vorzuliegen scheint.

Nach adipogener Differenzierung zeigen Zellen aus betroffenem Gewebe eine hohere AKTI-
bzw. MTOR-Expression als Zellen aus unbetroffenem Gewebe (vgl. Abbildung 28 B und
31 B), was im Einklang mit den Ergebnissen von Sanna et al. steht. Dies kdnnte ein weiteres
Anzeichen dafiir sein, dass ein gewisses Proliferationssignal auf Ebene differenzierter Zellen
beibehalten wird. Die Behandlung mit Buparlisib fiihrte bei beiden Zellarten bei adipogen
differenzierten Zellen zur Induktion der Genexpression von AKT1 und MTOR, was als

reflektorische Steigerung durch eine Enzymhemmung auf Proteinebene stehen kann.
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Zusammenfassend lisst sich fliir ASCs aus betroffenem Gewebe die hochste Geninduktion des
PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweges fiir PIK3CA selbst nachweisen, die zu einer
reflektorischen Reduktion der Genexpression aktivierender Enzyme des PI3-Kinase-Weges,
Akt und mTOR, und zur Induktion der Zielgene RPS6KB1 und EIF4EBPI1 fiihrt.
Moglicherweise ist hierfiir ebenfalls ein Missverhidltnis zwischen PIK3CA und PTEN-
Expression ursdchlich. Eine vermehrte Genexpression kann mdoglicherweise zu einer
Uberaktivierung der PI3-Kinase auf Proteinebene fiihren, welche durch einen negativen
Feedback-Mechanismus auf Ebene der IRS limitiert wird. Im Vergleich zu der Genexpression
von adipogen differenzierten Zellen sind auf Stammzellebene vermehrt regulative Vorginge
nachweisbar, die darauf hindeuten, dass die ursdchliche Mutation auf Stammzellebene zu

finden ist.

5.4. Bei ASCs aus lipomatdsem Gewebe besteht eine PI3-Kinase-induzierte Dysregulation der

Apoptose

Um zu eruieren, ob der hyperproliferative Charakter der MSL-Lipomatose auf eine
Dysregulation der Apoptose zugunsten eines vermehrten Zellumsatzes zuriickzufiihren sein
konnte, wurde die Genexpression von pro- und antiapoptotisch wirksamen Apoptosemarkern
bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe untersucht. Dabei war die Expression
von allen untersuchten antiapoptotisch wirksamen Genen bei ASCs aus betroffenem Gewebe
erhoht (vgl. Abbildung 19). Die Genexpression von BCL2 und BCLXL war dabei signifikant
im Vergleich zur Expression von ASCs aus unbetroffenem Gewebe gesteigert. Des Weiteren
konnte eine vermehrte Genexpression von den proapoptotisch wirksamen Apoptosemarkern
BAD, BAX1, CASP3, TP53 und RB1 seitens der ASCs aus betroffenem Gewebe festgestellt
werden, welche gegeniiber ASCs aus unbetroffenem Gewebe jedoch nicht signifikant induziert
waren (vgl. Abbildung 18). Dies spricht fiir ein verschobenes Gleichgewicht zwischen anti- und
proapoptotischer Genregulation, was zu einem vermehrten Zellumsatz von ASCs aus
betroffenem Gewebe fiithren konnte.

In Vorversuchen dieser Arbeitsgruppe wurden ASCs aus lipomatdsem Gewebe von MSL-
Patienten anhand der Expression verschiedener p53-assoziierter, Zellzyklus-regulierender
Gene untersucht. Bei 17 von 84 untersuchten Genen konnte eine signifikant unterschiedliche
Genexpression zwischen ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe nachgewiesen
werden. Die groite Hochregulierung der Genexpession um etwa das 4,81-Fache wurde dabei

fiir Interleukin-6 (IL-6) detektiert (28). Bei IL-6 handelt es sich um ein proinflammatorisches
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Zytokin, welches an der Vermittlung der Akut-Phase-Reaktion im Rahmen der Immunantwort
bei Entziindungs- oder Infektionsgeschehen beteiligt ist. Uber die Aktivierung des Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription(JAK/STAT)- und mitogen-activated
protein kinase(MAPK)-Signalweges nimmt IL-6 einen regulatorischen Einfluss auf
Genexpression, Zellvitalitit und Zelltod. Interessanterweise konnte ebenfalls eine Regulation
des PI3-Kinase-Akt-Signalwegs durch IL-6 nachgewiesen werden, wobei der genaue
molekulare Interaktionsmechanismus bisher nicht vollstindig verstanden ist (312). Eine IL-6
induzierte PI3-Kinase/Akt-Aktivierung wurde bei verschiedenen Tumoren, wie dem Multiplen
Myelom, Hepatozelluliren Karzinom, Nierenzellkarzinom, Prostatakarzinom oder Kaposi-
Sarkom mit einer aberranten Apoptose, und damit mit einem vermehrten Zellwachstum, in
Verbindung gebracht (313-317). Bei kardialen Myozyten wurde die Akt-vermittelte Bad-
Phosphorylierung und Inaktivierung als Ursache des IL-6 vermittelten Zellschutzes gegeniiber
Apoptose nachgewiesen (318). Bei Zellen des Basalzellkarzinoms konnten antiapoptotische
Tumoreigenschaften auf eine IL-6 induzierte Stimulation der Mcl-1-Expression zuriickgefiihrt
werden, welche einerseits durch den PI3-Kinase-Akt-Signalweg, zum anderen iiber den
JAK/STAT-Kinaseweg vermittelt wurde (313). Bei Mcl-1 handelt es sich um ein
antiapoptotisch wirksames Mitglied der Bcl-2-Familie, welchen den Zelltod insbesondere iiber
Cytochrom C-Freisetzung iiber die &duBlere Mitochondrienmembran reguliert. Infolgedessen
kommt es zu einer verminderten Freisetzung von Caspase 9 und einer Negativregulation der
intrinsischen Apoptosekaskade. Eine Mcl-1-Uberexpression ist daher mit einer erhdhten
Uberlebensrate der Zellen assoziiert (319, 320). Auch bei ASCs aus lipomatdsem Gewebe von
MSL-Patienten konnte in Vorversuchen eine signifikant erhohte Genexpression von Mcl-1 um
das 2,91-Fache festgestellt werden. Des Weiteren war die Expression von CASP9 um das 2,89-
Fache signifikant erhoht (28), was als reflektorische Gegenregulation zur Mcl-1-
Uberexpression angesehen werden kdnnte. Da mittels Western-Blots eine autonome Induktion
des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs nachweisbar war, ist denkbar, dass eine durch IL-6-
PI3K-Akt-induzierte Mcl-1-Stimulation bei der MSL zu einer Reduktion der Apoptoserate
fiihrt. Des Weiteren konnte eine autonome Stimulation des PI3-Kinase-Akt-Signalwegs durch
IL-6 zur vermehrten Translation weiterer Proteine fiihren, was fiir den hyperproliferativen

Charakter der Erkrankung ursédchlich sein konnte.

117



5.5. Durch Buparlisib kommt es bei ASCs aus betroffenem Gewebe zu einer p53-abhéngigen
Apoptoseinduktion

Es konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden, dass Buparlisib einen inhibitorischen
Einfluss auf die Zellproliferation verschiedener Tumorentititen besitzt (320-325). In
Versuchen zum Multiplen Myelom konnte bei 80-90 % der Zellen bereits 24 Stunden nach der
Behandlung mit Buparlisib ein Zellzyklusarrest in der G1-Phase nachgewiesen werden, der in
einer erhdhten Apoptoserate 48 Stunden nach der Buparlisibbehandlung resultierte (325).
Bashash et al. konnten zeigen, dass der Buparlisib-induzierte Zelltod direkt iiber eine Inhibition
der PI3K-Akt-nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells(NF-kB)-Achse,
als auch indirekt iiber die vermehrte Expression p53-assoziierter Apoptosemarker vermittelt
wird (326). Bei NF-kB handelt es sich um einen onkogenen Transkriptionsfaktor, dessen
Aktivitdt durch die Phosphorylierung von Akt enthemmt wird. Die Expression anti- und
proapoptotischer Expressionsfaktoren wird von NF-kB zugunsten eines vermehrten
Zellumsatzes reguliert. Eine Akt-NF-kB-Dysregulation wird mit Autoimmunkrankheiten und
Krebs assoziiert (327-329). Der p53-abhingige Zelltod wurde hingegen liber eine gesteigerte
Expression bestimmter Zielgene des Tumorsuppressors p53, wie BAX1, BAD, p21 (CDKNI1A)
und p27 (CDKN1B), vermittelt (326). Bei BAX und Bad handelt es sich um proapoptotisch
wirksame Proteine der Bcl-2-Familie, die die Freisetzung von Cytochrom C ins Zytosol der
Mitochondrien bewirken und den Zelltod iiber die Aktivierung verschiedener Caspasen
einleiten (330). Bei p21 und p27 handelt es sich um Cyclin-abhingige Kinasen, die eine
ungehinderte Zellproliferation bei DNA-Schidden durch einen Zellzyklusarrest der Zellen in der
G1-Phase verhindern (331-333).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es bei der MSL zu einer autonomen Induktion des
PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweges kommt, bei der die PIK3CA- und p-RPS6K1-Expression
auch unter Einfluss von Buparlisib aufrecht erhalten bleibt (vgl. Abbildung 41 und Abbildung
45). Daher ist zu vermuten, dass sich die MSL der Buparlisib-vermittelten PI3K-Akt-NF-«xB-
Inhibition entzieht. Nichts desto trotz konnte die Vitalitdt und adipogene Differenzierung von
ASCs aus unbetroffenem und lipomatdsem Gewebe konzentrationsabhéngig inhibiert werden
(vgl. Abbildung 13 und 15). In den Vitalitéitstests mit Resazurin hat Buparlisib sogar einen
groferen inhibitorischen Einfluss auf die Zellen des betroffenen Gewebes als auf die Zellen des
unbetroffenen Gewebes (vgl. 5.2.). Daher ist die Zelltoxizitit von Buparlisib vermutlich auf die
Induktion  p53-abhédngiger  Expressionsfaktoren bei der MSL  zuriickzufiihren.
Dementsprechend konnte in den durchgefiihrten PCRs eine Steigerung der proapoptotisch
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wirksamen Apoptosemarker bei ASCs aus unbetroffenem und betroffenem Gewebe unter
Buparlisibzugabe festgestellt werden. Dabei kam es sowohl zur Steigerung der Expression von
TP53, als auch dessen Zielgenen BAD und BAX1 (vgl. Abbildung 18 A, B und E), wobei die
Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe die der ASCs aus unbetroffenem Gewebe
iiberstieg. Die Tatsache, dass auch die Expression der Effektorcaspase 3, welche im
unbehandelten Zustand bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe auf gleichem
Niveau lag, durch Buparlisib bei ASCs aus betroffenem Gewebe deutlich induziert werden
konnte (vgl. Abbildung 18 D), spricht dafiir, dass die Caspasekaskade durch Buparlisib
eingeleitet wird. Aullerdem wurde die Expression antiapoptotisch wirksamer Faktoren unter
Buparlisib gesenkt (vgl. Abbildung 19 A und B). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass
das Missverhéltnis zwischen anti- und proapoptotischen Expressionsfaktoren bei ASCs aus
lipomatdsem Gewebe durch die Induktion p53-assoziierter, proapoptotisch wirksamer Faktoren
unter Buparlisibzugabe ausgeglichen werden kann. Daher ist Buparlisib als mogliche

Therapieoption bei der MSL zu diskutieren.
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6. Zusammenfassung

Der PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweg ist an der Regulation von Zellproliferation,
Zellmetabolismus und Apoptose beteiligt. Eine Mutation im PI3-Kinase-Signalweg wird als
haufige Ursache fiir unkontrolliertes Tumorwachstum beschrieben. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass ASCs aus betroffenem Gewebe eine hohere Vitalitdt aufweisen und im
Vergleich schneller proliferieren als ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Entsprechend ist die
Differenzierung von ASCs aus betroffenem Gewebe im Vergleich zu ASCs aus unbetroffenem
Gewebe verringert. Um herauszufinden, ob das hyperproliferative Wachstum der MSL auf eine
Dysregulation des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs zuriickzufiihren ist, wurden ASCs aus
betroffenem und unbetroffenem, subkutanem Fettgewebe anhand der Gen- und
Proteinexpression von Enzymen des PI3-Kinase-Signalwegs untersucht.

Bei ASCs aus betroffenem Gewebe konnte eine Induktion des PI3-Kinase-Signalwegs
nachgewiesen werden, was sich in der erhohten Proteinexpression von RPS6KI1, dem
Zielenzym des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs, zeigt. Auch die aktivierte, phosphorylierte
Form der RPS6-Kinase 1, p-RPS6K1, wurde von ASCs aus betroffenem Gewebe vermehrt
exprimiert. Interessanterweise konnte eine gegensitzliche Regulation der Proteinexpression
von p-RPS6K1 bei ASCs aus betroffenem und unbetroffenem Gewebe unter Buparlisibeinfluss
festgestellt werden. Wéhrend die Proteinexpression von p-RPS6KI1 unter Zugabe von
Buparlisib bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe bei allen Patienten gesenkt wurde, blieb die
Expression von ASCs aus betroffenem Gewebe bei % Patienten unbeeinflusst oder wurde
gesteigert. Dies spricht dafiir, dass sich ASCs aus betroffenem Gewebe dem Einfluss von
Buparlisib entziehen. Eine autonome Regulation von Signalwegen wurde bei verschiedenen
Tumoren beobachtet, um eine anabole Stoffwechsellage aufrecht zu erhalten. Dementsprechend
konnte eine Autonomie des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs zur Vermittlung eines
dauerhaften Wachstumsreizes bei ASCs aus betroffenem Gewebe beitragen.

Eine der haufigsten Verdnderungen, die zu einer Induktion des PI3-Kinase-Signalwegs fiihrt,
ist eine aktivierende Mutation von PIK3CA. Von allen untersuchten Genen des PI13-Kinase-
Signalwegs konnte flir PIK3CA die hochste Induktion der Genexpression seitens ASCs aus
betroffenem Gewebe im Vergleich zu ASCs aus unbetroffenem Gewebe nachgewiesen werden.
Des Weiteren bleib die Gen- und Proteinexpression von PIK3CA bei ASCs aus betroffenem
Gewebe unter Buparlisibeinfluss stabil, wohingegen die Expression bei ASCs aus

unbetroffenem Gewebe induziert werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass eine
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Signalwegstimulation bei ASCs aus betroffenem Gewebe durch die bereits basal erhohte
Induktion von PIK3CA limitiert ist und sich regulativen Vorgéngen entzieht. Infolgedessen
wird von unserer Arbeitsgruppe eine aktivierende Mutation von PIK3CA auch bei Zellen des
lipomatdsen Gewebes vermutet. Dariiber hinaus kann ein Missverhéltnis der PTEN- und
PIK3CA-Expression als Ursache der MSL diskutiert werden, da die Genexpression von PTEN
im Vergleich zur Expression von PIK3CA nicht addquat gesteigert war. Um jedoch eine
fundierte Aussage tiber mogliche Mutationen von fiir den PI3-Kinaseweg-codierenden Genen
treffen zu konnen, sind weiterfithrende genetische Analysen notwendig.

Dariiber hinaus konnte eine Selbstlimitation des PI3-Kinase-Signalwegs bei ASCs aus
betroffenem Gewebe beobachtet werden. Bei insgesamt induziertem Signalweg auf
Proteinebene, welches sich durch die erhohte Expression von p-RPS6K1 zeigt, war die
durchschnittliche PIK3CA-Proteinexpression bei ASCs aus betroffenem Gewebe im Vergleich
zu ASCs aus unbetroffenem Gewebe nur gering erhoht. Als Ursache vermutet unsere
Arbeitsgruppe einen negativen Feedbackmechanismus, welcher durch die Phosphorylierung
von IRS-1 durch p-RPS6K1 vermittelt wird und zu einer reduzierten Aktivitit der PI3-Kinase
fiihrt.

Die Untersuchungen zur Genexpression pro- und antiapoptotisch wirksamer Gene ergab eine
signifikante Induktion der antiapoptotisch wirksamen Marker BCL2 und BCLXL bei ASCs aus
betroffenem Gewebe, wohingegen die durchschnittliche Expression proapoptotisch wirksamer
Gene bei ASCs aus betroffenem Gewebe im Vergleich zu ASCs aus unbetroffenem Gewebe
nicht signifikant erh6ht war. Dies konnte auf eine verminderten Apoptoserate bei der MSL
hindeuten. Des Weiteren konnte die Genexpression proapoptotisch wirksame Gene durch
Buparlisib bei ASCs aus betroffenem Gewebe weniger induziert werden als bei ASCs aus
unbetroffenem Gewebe. Daher wird von unserer Arbeitsgruppe eine Dysregulation der
Apoptose bei ASCs aus betroffenem Gewebe vermutet. In Vorversuchen dieser Arbeitsgruppe
zur Genexpression von 84 pS53-assoziierten, Zellzyklus-regulierenden Genen konnte die
hochste, signifikante Expressionssteigerung fiir IL-6 und Mcl-1 nachgewiesen werden (28). Es
konnte bereits in Studien zum Basalzellkarzinom gezeigt werden, dass eine IL-6 induzierte
Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs zu einer gesteigerten Proteinexpression des
antiapoptotisch wirksamen Mcl-1 und damit zu einer verminderten Apoptoserate fiihrt (313).
Eine IL6-induzierte Stimulation des PI3-Kinase-Signalweges konnte eine Ursache fiir die
autonomen Induktion des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs sowie die verminderte Apoptose

bei der MSL darstellen.
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Zwar konnte, wie bereits beschrieben, eine gewisse Unabhéngigkeit der ASCs aus betroffenem
Gewebe beziiglich der Expression des PI3-Kinase-Signalwegs unter Buparlisib festgestellt
werden. Nichts desto trotz lie3 sich unter Buparlisib eine signifikante, konzentrationsabhidngige
Reduktion der Zellvitalitit von ASCs aus betroffenem Gewebe feststellen. Bei ASCs aus
betroffenem Gewebe konnte sogar ein stdrkerer antiproliferativer Effekt von Buparlisib
nachgewiesen werden als bei ASCs aus unbetroffenem Gewebe. Es konnte gezeigt werden, dass
die Apoptoseinduktion bei ASCs aus betroffenem Gewebe indirekt iiber die Steigerung
proapoptotischer, pS3-assoziierter Expressionsfaktoren vermittelt wird. Des Weiteren wurde
die basal signifikante Induktion antiapoptotischer Expressionsfaktoren bei ASCs aus
betroffenem Gewebe unter Buparlisib reduziert. Zusammenfassend lisst sich durch Buparlisib
eine Umkehr hyperproliferativer Signale zugunsten einer proapoptotischen Stoffwechsellage
feststellen, sodass Buparlisib als mogliche Therapieoption fiir die MSL diskutiert werden kann.
Ein Objekt zukiinftiger Forschungsarbeiten konnte der Nachweis der PI3K-Akt-mTOR-
Signalweginduktion tiber IL-6 oder alternativen RTKs darstellen. Des Weiteren konnte die
systemische Behandlung mit Buparlisib nach gezielten genetischen Untersuchungen von MSL-

Patienten anhand einer PIK3CA-Mutation als mogliche Therapie evaluiert werden.
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7. FAZIT

Eine mogliche Erkldrung fiir den hyperproliferativen Charakter bei der MSL konnte eine
Dysregulation des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalwegs darstellen. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass es bei ASCs aus betroffenem Gewebe zu einer Induktion des P13-Kinase-
Akt-mTOR-Signalwegs auf Ebene der PI3-Kinase selbst kommt, die in einem gesteigerten
Translationsstimulus der Zellen durch die konsekutive Aktivierung von RPS6-Kinase resultiert.
Dabei scheint eine autonome Regulation des PI3-Kinase-Akt-mTOR-Signalweges vorzuliegen,
da die Gen- und Proteinexpression der PI3-Kinase und RPS6-Kinase bei ASCs aus betroffenem
Gewebe unter Zugabe von Buparlisib unbeeinflusst bleibt. Nichts desto trotz kann die
Hyperproliferation des betroffenen Gewebes indirekt, durch die Regulation p53-assoziierter,
proapoptotischer Expressionsfaktoren, durch Buparlisib gesenkt werden. Folglich konnte

Buparlisib eine medikamentdse Therapie bei der MSL darstellen.
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10. Materialverzeichnis

10.1. Verbrauchsmaterial

10.1.1 Einwegmaterialien

Cryo.s™ Einfrierrohrchen (2ml,
Cat. No. 122263)

ECO Plates 48 well (Cat. No.
EC200-1002)

Minisart® NML Spritzenvorsatzfilter
(Cat. No. 83.1826.001)

Multiwellplatten, Advanced TC™ Plate,

(6, 24, 48, 96 well) (Cat. No. 657960,
662160, 677980, 655980)

Pipetten (2 pl, 10 pl, 100 pl, 1000 pl)
(Cat. No. 0030075455; 0030081064;
0030075420, 0030075439)

Pipettenspitzen, gestopft, 1000ul
(Cat. No. 6314074)

Zellkulturschale 100/20 mm
(Cat. No. 664160)

Sammelgefal (1,5 ml,
Cat. No. 72.706)

Serologische Pipettenspitzen

(5, 10, 25, 50 ml) (Cat. No. P7615; P7740;

P7865, 2652555)

Whatman-Filterpapier 3MM CHR;
Cat. No. 3030-917)

Zellkulturflasche (T175)
(Cat. No. 660975)

Zellschaber (Cat. No. 83.3952)

Zellsieb Steriflip Filter (50ml/100pum)
(Cat. No.SCNY00100)

Zentrifugenrohrchen (15 ml, 50 ml)
(Cat. No. 62.554.502; 62.547.004)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Amplifa Labortechnik, Wasserburg, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Biosphere plus, Niimbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One, Kremsmiinster Osterreich

Cytiva, Marlborough, Massachusetts, Vereinigte
Staaten

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,
Vereinigte Staaten

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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10.1.2. Chemikalien

a-MEM Eagle (Cat. No. M4526)

APS (Ammoniumperoxidsulfat ,10 %,
Cat. No. 9592.2)

-Mercaptoethanol (Cat. No.
M7522-100ML)

Collagenase from Clostridium
histolyticum (Cat. No. C8176-100MQG)

cOmplete™ (Cat. No. 04693132001)
Destilliertes Wasser, ddH,O
CAS-Nr.: 7732-18-5)

Dexamethason 98 % (Cat. No. D1756)

DMEM, low glucose (Cat. No.
D5796-500ML)

DMSO (Dimethylsulfoxid,
(Cat. No. D5879-100ML)

Ethanol (Cat. No. 9065.4)

FBS (Fetal Bovine Serum; Cat. No.
P30-3302)

Formalin solution, neutral buffered
in 10 % PBS (Cat. No. 158127-500G)

GlutaMAX™ (Cat. No. 35050-038)

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution
10X, Cat. No 14060073)

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine,
Cat. No. 15879-100MG)

Indomethacin (Cat. No. [7378)

Insulin solution human (Cat. No.
19278-5ML)

Isopropanol (Cat. No.1096341000)

Laemmli-Puffer (Cat. No. 1610737)

Master Mix 2x DyNAmo ColorFlash
(Cat. No. F-416XL)

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Roche Holding AG, Basel, Schweiz

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,
Vereinigte Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Sigma-Aldrich, St. Luis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten
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NewBlot™ Nitro Stripping Buffer
(Cat. No. 928-40030)

Nitrocellulosemembran (Amersham™
Protran® western blotting membrane,
0.2uM pore size, 300 mm x 4 m,

Cat. No. GE10600001)

NVP-BKM120 (Cat. No. CT-BKM120)
Oil Red O (Cat. No. 00625.25G)

Odyssey® Blocking Buffer (Cat. No
927-40000)

PBS (Phosphate buffered saline; Cat.
No. P3813-1PAK)

Penicillin-Streptomycin-Losung (10.000
Einheiten Penicillin und 10 mg
Streptomycin pro ml in 0,9 % NacCl,
Cat. No. P0781-20ML)

PhosSTOP™ (Cat. No. 4906845001)

Proteinstandard II (1,38mg/ml) (Cat. No.

5000007)
Resazurin, 0,7 mM (Cat. No. R70171G)

RIPA-Puffer (Cat. No. R0278-50ML)

SDS (sodium dodecyl sulfate)-
Solution (Cat. No. 436143-25QG)

TEMED (Cat. No. 2367.1)

Tris gepufferte Kochsalzlosung (TBS,
Tris Buffered Saline, Cat. No. T5912)

Triton X 100 (Cat. No. T8787-100ML)

Trypsin-EDTA 10x (0,5 % Trypsin,
0,2 % EDTA, Cat. No. 59418C)

Tween® 20-Lésung (Cat. No. P1379)

LI-COR Biosciences, Licoln, Nebraska,
Vereinigte Staaten

GE HealthCare Technologies, Chicago,
[linois, Vereinigte Staaten

ChemieTek, Indianapolis, Indiana, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska
Vereinigte Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Roche Holding AG, Basel, Schweiz

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte
Staaten
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10.1.3. Kits

DC™ Protein Assay Kit I
(Cat. No. 5000111)

QuantiTect Reverse Transkription Kits
(Cat. No. 205310)

RNeasy Mini Kit (Cat. No. 74104)
10.1.4. Antikorper
IRDye® 680RD Goat Anti-Mouse IgG

(Cat. No. 926-68070)

IRDye® 680RD Goat Anti-Rabbit IgG
(Cat. No. 926-68071)

IRDye® 800CW Goat Anti-Mouse IgG
(Cat. No. 926-32210)

IRDye® 800CW Goat Anti-Rabbit IgG
(Cat. No. 926-32211)

Mouse-anti-GAPDH (Cat. No. 8245)

Mouse-anti-phospo-p70 S6 Kinase
(Thr389), (Cat. No. MABS82)

Rabbit-anti-B-Actin (Cat. No. 8277)

Rabbit-anti-PIK3CA
(Cat. No. PA5-85091)

Rabbit-anti-p70 S6 Kinase
(Cat. No.05-781R)

10.2. Gerite

Brutschrank (Heracell 240)

Digestorium Airflow Controller AC2

ECO Real-Time PCR Gerit

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska
Vereinigte Staaten

LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska
Vereinigte Staaten

LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska
Vereinigte Staaten

LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska
Vereinigte Staaten

Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts
Vereinigte Staaten

Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts
Vereinigte Staaten

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Waldner Holding SE& Co.KG, Wangen im
Allgau, Deutschland

[Mlumina, San Diego, Kalifornien, Vereinigte
Staaten

148



Einfrierbehélter

Gefrierschrank Liebherr Mediline (4°C)

Gefrierschrank Liebherr Mediline (-20°C)

Gefrierschrank Forma ® 900 (-80°C)
Heizriihrer (Variomag)

Lichtmikroskop

Mini-PROTEANT™ Tetra Cell System
(Cat. No. 1658005EDU)

Neubauer-Zahlkammer

Odyssey® Infrared Imaging System

Plattenphotometer Varioskan Flash
PowerPac™ HC Power Supply

Schiittelgerat Polymax 2040

Schiittelgerat

Schiittelinkubator HS501
Spektralphotometer Nano Drop 2000c

Sterilbank

Stickstofftank Espace 661
Thermo Cycler CFX96 C1000 Touch

Thermomixer Comfort
Wasserbad
Zentrifuge EcoSpin™

Zentrifuge Heraeus™ Biofuge Fresco

Zentrifuge Rotina 380 R

NALGENE Nunc International, Rochester, New
York, Vereinigte Staaten

Liebherr, Bulle, Schweiz
Liebherr, Bulle Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Hund Wetzlar, Wetzlar, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornien, Vereinigte Staaten

Marienfeld-Superior, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska,
Vereinigte Staaten

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

Edmund Biithler GmbH, Bodelshausen,
Deutschland

IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Schulz Luftttechnik GmbH, Sprockhével,
Deutschland

Air Liquide S.A., Paris, Frankreich

Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien,
Vereinigte Staaten

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Memmert, Schwabach, Deutschland
Elmi, Riga, Lettland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Vereinigte Staaten

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

149



11. Abkiirzungsverzeichnis

11.1. Materialien

ADM
APS

CM
a-MEM
ddH-0
DMEM
DMSO
FBS
HBSS
IBMX
NVP-BKM120
Oil Red O
PBS

SDS

TBS

11.2. Einheiten

°C
nm
pmol
rcf

U/min

ul

ng

Adipogenes Differenzierungsmedium
Ammoniumperoxidsulfat
Kultivierungsmedium

a-Minimum Essential Medium Eagle
destilliertes Wasser

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Fetal Bovine Serum

Hank’s Balanced Salt Solution
3-Isobutyl-1-Methylxanthin
Buparlisib
1-([4-(Xylylazo)xylyl]azo)-2-naphthol
Phosphate Buffered Saline

Sodium dodecyl sulfate

Tris Buffered Saline

Grad Celsius

Nanometer

Picomol

relative Zentrifugalkraft
Umdrehungen pro Minute
Mikroliter

Mikromol

Mikrogramm

Volt
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11.3. Institutionen

IFATS
ISCT
NCBI
NIH
NLM

11.4. Fachbegriffe

AC
ADAS
AdMSCs
ADSCs
ADM
AlFs
Akt
AKTI
AMPK
Apaf-1
ApoBDs
aP2
ASCs
ATGL
ATP
Bad
BAD
BAK

BAKI1
BAT
BAX

BAX1
BBC3
Bcl-2

International Fat Applied Technology Society

International Society for Cellular Therapy

National Center for Biotechnology Information

National Institute of Health
National Library of Medicine

Adenylatcyclase

adipose derived adult stem cells
adipose mesenchymal stem cells
adipose-derived stromal cells
Adipogenes Differenzierungsmedium
Apoptosis inducing factors

Proteinkinase B (syn. PKB)

Akt-codierendes Gen

AMP-activated protein kinasis

apoptotischer Proteaseaktivierungsfaktor-1

apoptotic bodies

adipocyte fatty acid binding protein 2
adipose derived stem cells

Adipozyten-Triglyzeridlipase

Adenosintriphosphat

Bcl-2-associated-agonist of cell death

Bad-codierendes Gen

Bcl-2 homologous antagonist/killer, syn.
Apoptoseregulator BAK

BAK-codierendes Gen
brown adipose tissue, braunes Fettgewebe

Bcl-2 associated X protein, syn.
Apoptoseregulator BAX

BAX-codierendes Gen

Bcl-2-binding component 3, syn. Puma (s.u.)

B-cell lymphoma 2, syn. Apoptoseregulator Bcl-2
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BCL2

Bcl-2-L-2, syn. Bcl-W
Bcl-2-L5, syn. Bcel-2 related protein Al
Bcl-2-L-10, syn. Bcl-B

Bcl-2-L12
Bcl-X(L)
BCLXL
BFL-1/A1
BH-Doméne
BID

Bik

Bim

BMF
BM-MSCs
BMPs
BMP2
BOK
CAD
cAMP
CARD
cDNA
C/EBPs
c-FLIP
CFU-f-Assay
Citedl
CK2
CM
COX-2
CTP1
dATP
DED
DISC
DNA
dNTPS

Bcl-2-codierendes Gen

Bcl-2-like protein 2

Bcl-2-like potein 5

Bcl-2-like protein 10

Bcl-2-like protein 12

B-cell lymphoma-extra large
Bcl-X(L)-codierendes Gen
Bcl-2-related protein Al
Bcl-2-Homologie-Doméne
BH3-interacting domain death agonist

Bcl-2-interacting killer

Bcl-2 interacting mediator of cell death, syn.

Bcl-2 interacting protein Bim
Bcl-2-modifying factor

mesenchymale Knochenmarksstammzellen
bone morphogenic proteins

bone morphogenic protein 2

Bcl-2-related ovarian killer protein
Caspase-activated DNAse

cyclisches Adenosinmonophosphat
Caspasen-Rekrutierungsdoméne

komplementire DNA

members of CCAAT/enhancer binding proteins

Cellular FLICE inhibitory protein
Colony-forming unit fibroblast-Assay
Cbp/p300-interacting transactivator 1
Caseinkinase 2
Kultivierunsgmedium
Cyclooxygenase-2

carnitine palmitoyltransferase 1
Desoxyadenosintriphosphat

death effector domain

death inducing signal complex
Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonukleotidtriphosphate

152



elFAE
EIF4EBP1
4E-BP1
ERa
ERK1/2
ES-Zellen
FADD
FasL

FasR
FGF1/2/21
FOXO
GAPDH
GDP
GPCR
G3PHD
GLUT4
Grb2
GSK38
GTP
hASCs
HoxC8/9
HRK
HrtA2/OMI
HSL

IAFs

IAPs

ICM

IGF1

IKK

IL-6

IL-17
iPS-Zellen
IRS
JAK/STAT

eucaryotic translation initiation factor 4E
4E-BP1 codierendes Gen

4E-binding protein 1

Ostrogenrezeptor o

Extracellular-signal regulated kinases 1/2
Embryonale Stammzellen
Fas-associated death domain
Fas-Ligand

Fas-Rezeptor, CD95

fibroblast growth factor 1/2 /21
Forkhead-Box-Protein O
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Guanosindiphosphat

G-protein gekoppelter Rezeptor
Glycerin-3-Phopshphat-Dehydrogenase
Glukosetransporter Typ 4

growth factor receptor-bound protein 2
Glykogensynthase-Kinase 3
Guanosintriphosphat

humane adipogene Stammzellen
Homoobox C8/9

Activator of apoptosis Harakiri

Serine protease HTRA2, syn. Omi
Hormonsensitive Lipase

apoptosis inducing factors

inhibitors of apoptosis proteins

innere Zellmasse

insulin-like growth factor 1

IkB kinase complex

Interleukin-6

Interleukin-17

Induzierte pluripotente Zellen
Insulinrezeptorsusbstrat

Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription
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Km

Kif4
LPL
MAPK
Mcl-1
MDM2
MGL
MHC-II

MOMP
mRNA
mLST8/GbL
MSCs
mSINI

MSL
mTOR
MTOR
mTORC1
mTORC2
MTPs

MULI1

NAD/NADH
NF-xB

Noxa, syn. PMAIP1
Oct4

pS3

p-Akt

PCG-1a

PCR
PDGFRa
PDK1
PGE2

Michaelis-Menten-Konstante
Kriippel-like factor 4
Lipoproteinlipase
mitogenaktivierte Proteinkinase
myeloid cell leukemia 1

Mouse double minute 2 homolog
Monoacylglycerin-Lipase

Molekiile des Haupthistokompatilibitéts-
komplexes der Klasse 11

mitochondrial outer membrane permeabilization
Messenger-Ribonukleinsdure

Target of Rapamycin Complex Subunit LST8
mesenchymale Stammzellen

mammalian stress-activated protein kinase
interacting protein 1

Multiple Symmetrische Lipomatose
mammalian target of rapamycin

mTOR codierendes Gen

mammalian target of rapamycin-Complex 1
mammalian target of rapamycin-Complex 2

mitochondrial permeability transition pores, syn.
PTPs

mitochondrial ubiquitin ligase activator of NFKB
1, syn. E3 ubiquitin-protein ligase MUL1

Nicotinamidadenindinukleotid

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells

NADPH oxidase activator 1
Oktamer-bindender Transkriptionsfaktor 4
Tumorsuppressor p53

phosphoryliertes Akt

peroxisome proliferator-activated receptor y-
coactivator la

Polymerasekettenreaktion
Platelet-derived growth factor alpha
Phosphoinositid-abhéngigen-Kinase
Prostaglandin E2
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PFS
PH-Domine
PIP>

PIP;
PIK3CA

PI3K
PIKK
PKA
PLA
PMAIP1

PPAR-a/y
PRAS40
PRDM16
PROS
p-RPS6K1
PTEN
PTPs

Puma

Raptor
Rictor
RNA
RPS6K1
RT
RTKs

(SDS-) PAGE

SH2-Doméne
Shc 1

Smac/DIABLO

SMADI1
SoS
Sox2

progression free survival
Pleckstrin-Homologie-Doméne
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat
Phosphatidylinotitol-3,4,5-Triphosphat

fiir die katalytische Untereinheit p110a der PI13-
Kinase codierendes Gen und gleichnamiges
Protein

PI3(Phopsphoinositid-3)-Kinase (allgemein)
PI3K-dhnliche Kinasen

Proteinkinase A

Prozessiertes Lipoaspirat

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat-induziertes
Protein 1, syn. Noxa

peroxisome proliferator-activated-receptor-a/-y
proline-rich AKT substrate 40 kDa

PR domain containing 16

PI3K-related overgrowth syndroms
phosphorylierte Ribosomale Protein S6-Kinase 1
Phosphatase und Tensin-Homolog

permeability transition pores, syn. MTPs

P53 upregulated modulator of apoptosis, syn.
BBC3 (s.0.)

regulatory associated protein of mTOR
rapamycin insensitive companion of mTOR
Ribonukleinsédure

ribosomal protein S6 kinase 1

Reverse Transkription
Rezeptortyrosinkinasen

(Sodium-Dodecyl-Sulfat-) Polyacrylamid-
gelelektrophorese

Scr-Homologie-2-Doméne
SHC-transforming protein 1

second mitochondria derived activator of
caspases/direct IAP binding protein with low PI

SMAD Family Member 1
Son of Sevenless

sex determining region Y (SRY)- box 2
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SVF

tBID
TBX1
Tcf21
TGFS
TMEM26
TNF
TNFR-1/-2
TRADD
TRAIL
TRAIL-R 1/2
TSCl1
TSC2
UCP-1
Vimax

WAT
sWAT
vWAT

stromal vascular fraction

truncated BID
T-Box-Transkriptionsfaktor 1
Transkriptionsfaktor 21

transforming growth factor 3
transmembrane protein 26

tumor necrosis factor
TNF-Rezeptor-1/-2

TNF-rezeptor associated death domain
TNF-related apoptosis inducing ligand
TRAIL-Reszptor 1/2, syn. DR4/DR5
Hamartin

Tuberin

uncoupling protein 1

maximale Reaktionsgeschwindigkeit
white adipose tissue

subkutanes Fettgewebe

viszerales Fettgewebe
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