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5-JUR 5-Jahresiiberlebensrate
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GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GFR growth factor receptor

GnRH Gonadotropin-releasing Hormon
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1 Einleitung

1.1 Die Prostata

Die Prostata gehort zu den akzessorischen Geschlechtsdriisen des Mannes und ist u.a. flr die
Produktion des sauren Prostatasekrets, ein Bestandteil des Ejakulats, verantwortlich. Sie
liegt im kleinen Becken ventral des Rektums, kaudal der Harnblase und umgibt die Pars
prostatica der Urethra, in welche die Ausfiihrungsgidnge der Prostatadriisen minden. Das
physiologische Prostatagewicht betragt ca. 20-25g, sie besitzt eine kastaniendhnliche Form
und liegt mit ihrem kegelférmig zulaufenden Apex am Beckenboden auf. Die Prostata lasst

sich klinisch nach McNeal! in fiinf verschiedene Zonen einteilen:

- die periurethrale Mantelzone, welche die Harnrohre unmittelbar umgibt und in die
die Ausfiihrungsgange der Prostata miden;

- die anteriore Zone, eine schmale, driisenfreie Zone, die hauptsachlich aus Muskel-
und Bindegewebe besteht und ventral der Harnrdhre liegt;

- die Transitionszone, die seitlich der periutrethralen Mantelzone liegt und von der die
Benigne Prostatahyperplasie (BPH) in den meisten Féllen ausgeht;

- die zentrale Zone, welche sich im kranialen Anteil befindet und durch die die beiden
Ductus ejaculatorii verlaufen und

- die periphere Zone, welche den GroRteil des Organvolumens ausmacht und eine
grofle zirkuldre Aulenzone bildet, die der bindegewebigen Organkapsel direkt

anliegt. Hier hat in 75% der Falle das Prostatakarzinom (PCa) seinen Ursprung.

Ein physiologischer Tastbefund stellt sich bei der digito-rektalen Untersuchung prallelastisch
mit tastbarem medianen Sulcus und gleichmaRigen Seitenlappen dar. Histologisch besteht
die Prostata aus einem tubulo-alveoldren Drisenparenchym, welches in ein fibro-muskulares
Stroma eingebettet ist und den GrofSteil des Prostatagewebes ausmacht. Umgeben ist das

Gewebe von der Capsula prostatica, einer derben, bindegewebigen Organkapsel.

Die Entwicklung, Differenzierung und Funktion der Prostata unterliegt der hormonellen
Regulation durch Androgene, welche liber die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse
gesteuert werden. Der Regelkreislauf beginnt im Hypothalamus, der iber eine Ausschiittung
von Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) die Adenohypophyse aktiviert, um

Gonadotropine freizusetzen. Der Hypophysenvorderlappen sezerniert hierbei das
-1-



Luteinisierendes Hormon (LH) und das Follikelstimulierende Hormon (FSH). LH bewirkt in
den Leydig-Zellen des Hodens die Testosteronbildung aus Cholesterin. Auch in den Zellen der
Nebennierenrinde wird durch LH-Stimulation ein geringer Anteil des Testosterons
produziert?. In den verschiedenen Zielgeweben, wie beispielsweise der Prostata, der
Samenblase oder der Muskulatur, kann Testosteron anschlieRend durch die 5a-Reduktase in
Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt werden. DHT besitzt im Vergleich zu Testosteron
eine hohere Bindungsaffinitat zum Zielmolekil, dem Androgenrezeptor (AR), und gilt
deshalb als wirksamstes Androgen. Nach Ligandenaktivierung des AR durch Testosteron bzw.
DHT dimerisiert dieser und transloziert unter Mithilfe von Hilfsmolekilen, wie HSP27, in den
Nucleus, wo er als Transkriptionsfaktor AR-regulierte Gene aktiviert. In den
Samenepithelzellen und Stromazellen der Prostata bewirkt die AR-Aktivierung eine
Proliferation des Prostatagewebes, sowie unter anderem auch die Transkription des
prostataspezifischen Antigens (PSA). Der PSA-Wert dient als Marker und Verlaufsparameter
von Erkrankungen der Prostata, wie dem PCa und der BPH, und findet auBerdem

Anwendung im PCa-Screening.

1.2 Das Prostatakarzinom (PCa)

Das PCa ist der haufigste maligne Tumor des Mannes und ist fir rund 10% der
tumorassoziierten Todesfille verantwortlich®4. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt
bei 69 Jahren3. Das PCa stellt eine heterogene Erkrankung dar. Es gibt langsam wachsende
Tumoren, welche nicht zwangslaufig therapiert werden missen, da sie nicht
lebenslimitierend sind. Es zeigen sich jedoch auch aggressive Varianten mit stark

infiltrierendem und metastasierendem Wachstum, die einer Therapie bedurfen.

Zur frihzeitigen Erkennung eines PCa wird im Alter von 45 bis 70 Jahren ein Screening
angeboten, welches eine digital-rektale Untersuchung (DRU) und eine Bestimmung des PSA-
Wertes beinhaltet®. Das PCa ist in den meisten Fillen in der peripheren Zone lokalisiert,
welche bei einer DRU ertastet werden kann. Karzinomverdachtig sind derbe Areale bzw. eine
insgesamt derb zu tastende und asymmetrische Prostata. Seltener, in nur 15% der Falle ist
ein PCa in der Transitionszone zu finden3. Ein Tumor der Innenzone stellt eine Raritit dar3.

PSA-Werte bis 4,0ng/ml kénnen als physiologisch angesehen werden, ab einem PSA von

-2-



10,0ng/ml besteht der dringende Verdacht eines PCa, wobei dazwischenliegende Werte
altersadaptiert betrachtet werden missen. Auch die Anstiegsgeschwindigkeit des PSA-
Wertes (PSA-Velocity) ermoglicht im zeitlichen Verlauf eine Aussage lber das Vorliegen
eines PCa. Zur erganzenden Diagnose kann mittels Transrektaler Sonografie (TRUS) ein
pathologischer Tastbefund weiter abgeklart werden. Zur Diagnosesicherung wird im
Anschluss eine transrektale, sonografiegesteuerte Prostatastanzbiopsie durchgefiihrt, bei
der 10-12 Gewebezylinder facherférmig entnommen werden3. Das PCa ist in den meisten
Fallen ein Adenokarzinom, welches seinen Ursprung im prostatischen Driisenparenchym
findet*. Die Biopsate werden anhand ihrer histologischen Driisenmorphologie beurteilt und
nach dem Gleason-Grading histopathologisch eingeteilt®>. Zur Berechnung des Gleason-
Scores, eines starken prognostischen Parameters des PCa, werden zwei Gleason-Grade der
Prostatastanzbiopsate addiert — dem am haufigsten vorkommenden und dem am
schlechtesten differenzierten Grad (,the most’ + ,the worst‘)3. Im Falle des PCa erlaubt die
differenzierte Bewertung anhand des Gleason-Scores eine bessere Prognoseabschatzung im
Vergleich zum WHO-Grading®. Ein Gleason-Score von >7 gilt hierbei als prognostisch

ungiinstig mit einem zu erwartenden malignem Verlauf®.

Zur Stadieneinteilung des PCa wird die TNM-Klassifikation der Internationalen Vereinigung
gegen Krebs (IUCC) herangezogen?’, welche die Grundlage fur klinische Studien und die
Prostataleitlinien bildet3. Die Klassifikation beriicksichtigt zum einen die Ausdehnung des
Primartumors (T1-4), das Vorhandensein und die Lokalisation von befallenen Lymphknoten
(NO-3), sowie das Vorliegen von Fernmetastasen (M0-1). Das Fehlen von Lymphknoten- bzw.
Fernmetastasen wird mit NO bzw. MO vermerkt. Die Behandlungserfolge sind abhangig von
den Tumorstadien. Beim lokal begrenzten PCa liegt die 5-Jahresiiberlebensrate (5-JUR) unter
stadiengerechter Behandlung bei 80-90%, wohingegen sie beim fortgeschrittenen PCa auf

bis zu 30% absinkt* (siehe Tab. 1.1).

Tabelle 1.1: Stadieneinteilung des PCa anhand der TNM-Klassifikation nach IUCC’ mit
5-Jahresiiberlebensraten (5-JUR)®. Volistédndige Klassifikation siehe Tabelle 7.1 im Anhang.

Stadieneinteilung ‘ TNM-Klassifikation 5-JUR
lokal begrenztet PCa T1-2 NO MO 80-90%
lokal fortgeschrittenes PCa T3-4 NO MO 50%

fortgeschrittenes bzw. metastasiertes PCa | N1-3 und/oder M1, jedes T |30%



1.3 Therapie des Prostatakarzinoms

Das PCa zeigt vielfiltige Behandlungsoptionen, die stadiengerecht und patientenabhangig,

einzeln oder kombiniert empfohlen werden sollen3.

Beim nichtmetastasierten PCa stehen die radikale Prostatektomie mit ggf. einer
Lymphadenektomie, eine perkutane Strahlentherapie, sowie eine Brachytherapie als kurativ
intendierte Behandlungsoptionen zur Auswahl®. Bei &lteren Patienten mit einer
tumorunabhangigen Lebenserwartung von unter 10 Jahren soll jedoch auch {ber das
Watchful Waiting, einer palliativen, nichtinterventionellen Therapie, beraten werden3. Auch
die Active Surveillance, ein abwartendes Vorgehen mit aktiver Uberwachung der Patienten
und jederzeit moglicher Einleitung einer kurativ intendierten Behandlung, steht als Option
beim low-risk nichtmetastasierten PCa (Gleason <6, PSA <10ng/ml, cT1 oder cT2a) zur

Auswahl3.

Bei asymptomatischen Patienten nach stattgehabter kurativ intendierter Therapie sollte eine
Bestimmung des PSA-Wertes zur Nachsorge eingesetzt werden3. Bei einem in mindestens
zwei Messungen bestitigten erhohten PSA-Wert von >0,2ng/ml nach radikaler
Prostatektomie bzw. ein PSA-Anstieg von 2,0ng/ml nach Strahlentherapie ist ein
biochemisches Rezidiv anzunehmen3. Bei einem Rezidiv eines lokal begrenzten PCa ohne
Lymphknoten- oder Knochenmetastasen kann bei einer vorangegangenen radikalen
Prostatektomie eine Strahlentherapie, bzw. umgekehrt nach einer vorangegangenen

Strahlentherapie eine Salvage-Prostatektomie durchgefiihrt werden3+4,

Bei einem Ilymphknotenpostitiven PCa stehen neben einer operativen und einer
Strahlentherapie auch zusatzliche Hormontherapien als Behandlungsoptionen zur Auswahl3,
Hierzu zahlt eine bilaterale Orchiektomie, eine Hormonentzungstherapie mit GnRH-Analoga
(z.B. Goserelin, Buserelin) oder GnRH-Blockern (z.B. Abarelix) oder eine
Antiandrogentherapie (z.B. Bicalutamid, Flutamid) (siehe Abb. 1.1)3. Bereits 1941 zeigte
Charles B. Huggins den Effekt einer Kastration bei metastasiertem PCa und postulierte eine

Androgenabhingigkeit dieses Karzinoms?.

Fir das metastasierte PCa (mPCa) gibt es lediglich Therapieoptionen mit palliativem
Charakter, Uber die anhand von Patientenpraferenzen, Nebenwirkungen und
Begleiterkrankungen entschieden werden soll®. Unterschieden wird hierbei in
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hormonsensitive oder kastrationsresistente mPCa, bei denen ein androgenunabhangiges
Tumorwachstum beobachtet wird. Patienten in gutem Allgemeinzustand sollen bei einem
hormonsensitiven mPCa zusatzlich zu einer kombinierten Hormontherapie eine ergdanzende
Chemotherapie mit Docetaxel (kombinierte Hormon-Chemotherapie) oder eine ergidnzende
antihormonelle Therapie mit Abirateron (plus Prednison/Prednisolon) empfohlen werden3.
Docetaxel ist ein Chemotherapeutikum aus der Gruppe der Taxane und bewirkt iber eine
Stabilisierung der Mikrotubuli eine Blockierung der Mitose®. Abirateron inhibiert irreversibel
Cypl7A1l, ein zentrales Enzym der Androgensynthese, und fiihrt somit zu einem weiteren
Absinken der Androgenkonzentration®. Eine hormonablative Therapie soll durch eine
maximale Androgenblockade das Wachstum des PCa verzégern®'. Nach durchschnittlich 18
bis 33 Monaten bilden die Tumorzellen jedoch Resistenzmechanismen aus, es kommt zum
Tumorprogress und es entwickelt sich ein  hormonrefraktires  Karzinom

(=kastrationsresistent) 411,

Bei Patienten mit kastrationsresistentem mPCa (CRPC = castration restistant prostate
cancer) kann eine Umstellung der Behandlung erfolgen. Behandlungsoptionen stellen hierbei
eine Chemotherapie mit Docetaxel oder eine Therapie mit hormonablativen Wirkstoffen wie
Abirateron (in Kombination mit Prednisolon) oder Enzalutamid dar3. Enzalutamid hemmt die
Bindung von DHT an den AR und dessen Translokation in den Zellkern!?. Zur Behandlung von
Knochenmetastasen kommt zudem Radium-223 zum Einsatz!3. Radium-223 lagert sich als
Calciumanalogon in den Knochen ein und wirkt in den Knochenmetastasen lokal
radiotherapeutisch!3. Als Zweitlinientherapie nach einer Chemotherapie mit Docetaxel
konnen Abirateron, Cabazitaxel oder Enzalutamid als Therapieoption angeboten werden.
Cabazitaxel zahlt wie Docetaxel ebenfalls zu den Taxanen und bewirkt tber eine Blockierung
des Spindelapparates einen Zellzyklusstopp®?. Trotz der Neuzulassungen der letzten Jahre ist
es unerldsslich weitere mogliche Zielmolekile zu erforschen, welche die
androgenabhdngigen Signalwege umgehen und somit einem weiteren Tumorprogress

entgegenwirken kénnen.



Hypothalamus Abbildung 1.1:  Angriffspunkte
. l’— GnRH Analoga (Goserelin) von Antiandrogenen’.
™| +——GnRH Antagonist (Abarelix) Das Wachstum der Prostatazellen
Hypophyse wird (ber das Hormon Testosteron
(T) angeregt, welches seinerseits
l _ liber die Hypothalamus-
Hoden ARirateren NNR Hypophysen-Gonaden-Achse

l - i ]
/\) TESTOSTERON / reguliert wird. Auf  hypo

" i e

: T e thalamischer Ebene agieren die
chirurg. — ~

Mt sl pca-zelle  Antiandrogene  Goserelin  und
P, Finasterid Abarelix. Durch eine chirurgische

/ T Kastration wird die Testosteron-

/ " produktion der Leydig-Zellen des

/ DHT Hodens unterbunden, lediglich die
—Fiutamild, Blcalutamid Nebenniere ~ (NNR)  produziert

DHT-AR <= Enzalutamid geringe Restmengen von

\ Testosteron. Abirateron hemmt auf

enzymatischer Ebene die

Testosteronproduktion. Finasterid hemmt die 5a-Reduktase (5a-R), die Testosteron in das wirksamere

Dihydrotestosteron (DHT) umwandelt. Die AR-Antagonisten Flutamid und Bicalutamid blockieren die

Bindung von DHT an den AR. Enzalutamid hemmt ebenfalls die Bindung von DHT an den AR, sowie
dessen Translokation in den Zellkern.

1.4 Hitzeschockproteine (HSPs)

Hitzeschockproteine (HSPs) sind molekulare Chaperone die sowohl im physiologischen
Zellhaushalt eine wichtige Rolle spielen als auch zum Uberleben der Zelle in
Stresssituationen beitragen. Sie assistieren Proteinen bei der korrekten Faltung und
Assemblierung, helfen bei Stabilisierung, Transport und Abbau, regulieren
Transkriptionsfaktoren und verhindern die Aggregation von Proteinen!*>, In
Stresssituationen (z.B. Hitze, pH-Anderungen, oxidativer Stress, Chemotherapie, Strahlung)
werden einige HSPs vermehrt exprimiert um die Reparatur und korrekte Faltung von
defekten Proteinen zu erleichtern und somit das Uberleben der Zelle zu sichern'>’, Vor
allem in Tumorzellen spielen die HSPs eine wichtige Rolle, da hier ein deutlich erhéhter
Stoffwechsel stattfindet und vermehrt Proteine sowie zusatzlich mutierte Proteine
exprimiert werden, welche einen hohen Bedarf an Chaperonen haben'®8 Zusatzlich
scheinen HSPs einen starken Einfluss in Tumorzellen zu haben, da sie mit ihrer
antiapoptotischen Wirkung zahlreiche zytoprotektive Mechanismen mitregulieren, wodurch
sie Einfluss auf Tumorzellproliferation, -differenzierung, Metastasierung und Invasion

nehmen!®17.1% Diese Annahme bestitigend zeigen mehrere Studien erhéhte HSP-Level in
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Tumorgewebe vergleichend zu gesundem Gewebe, wie beispielsweise im PCa, Urothel-,
Ovarial-, Brust-, und Kolonkarzinom?%22, Zudem zeichnet es sich ab, dass spezifische HSPs als
Biomarker geeignet sind um Aussagen bezliglich Aggressivitdt, Prognose oder dem
Ansprechen auf Therapien bestimmter Tumorentititen zu treffen?’. Eine vermehrte HSP27-
Expression wurde beispielsweise mit einer schlechten Prognose bei Prostata-, Ovarial-,
Magen- und Leberkarzinom assoziiert, eine vermehrte HSP70-Expression mit einer
schlechten Prognose bei Mamma-, Endometrium- und Uteruskarzinom?’. Dies ist kongruent
mit der bisherigen Assoziation von erhohten HSP70-Levels mit einem schlechten
Differenzierungsgrad, Lymphknotenmetastasen, vermehrter Zellproliferation und héherem

klinischen Staging von Tumoren?’.

Beim PCa nimmt HSP27 eine besondere Rolle ein, da es den Transport des
Androgenrezeptors (AR) in den Nucleus ermdglicht und somit die zellulare Antwort auf die
Wachstumshormone Testosteron und DHT beeinflusst?®?* (siehe Abb. 1.2). Generell zeigt
sich eine Korrelation der HSP27-Expressionslevel mit dem Gleason-Score des PCa?. Eine
deutliche Erhéhung der HSP27-Expression zeigt sich bei PCa-Zellen nach antiandrogener
Therapie und Chemotherapie (u.a. mittels Docetaxel), wobei HSP27 als zytoprotektives
Chaperon einen Resistenzmechanismus vermittelt?®?’. Die Zweitlinien-Therapeutika bei
CRPC Abirateron, Cabazitaxel und Enzalutamid, welche erfolgreich nach einem
Therapieversagen von Docetaxel eingesetzt werden, bedingen eine verminderte HSP27-
Expression?8-30, Somit ist der Ansatz naheliegend, Docetaxel mit einem HSP27-inhibierendem
Therapeutikum zu kombinieren, um das CRPC erfolgreicher zu therapieren. Zusatzliche
zytoprotektive Eigenschaften zeigt HSP27 indem es an verschiedenen Punkten die Apoptose
blockiert, beispielsweise in der Inhibierten Reifung von Caspase-3 oder der Inhibierten
Translokation von Bax in das Mitochondrium>3%32_ Auch die Invasion von Tumorzellen in
umliegendes Gewebe, sowie die Bildung von Metastasen ist assoziiert mit einer HSP27-
Aktivitat, welche sich durch Modulation des Zytoskeletts und der extrazellularen Matrix
erklaren lasst!®33, Zusammenfassend scheinen erhéhte HSP27-Level mit der Entwicklung des
kastrationsresistenten PCa assoziiert zu sein und bieten somit ein wichtiges Zielmolekil in

der Therapie des CRPC34.

HSP40 fungiert wie das HSP70/90-organising protein (HOP) als Co-Chaperon anderer HSPs.

Der AR-Multi-Chaperonkomplex, welcher die Stabilitdt des Androgenrezeptors vermittelt,
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wird aus HSP90 und HSP70 gemeinsam mit HSP40 und HOP gebildet3® (siehe Abb. 1.2). HOP
agiert hierbei als Bindeglied zwischen HSP70 und HSP90 und nimmt auerdem Einfluss auf
die Funktion von HSP90, indem es die Dimerisierung des Hitzeschockproteins vermittelt'®,
HSP40 transferiert ungefaltete Proteine zu HSP70, stimuliert seine ATPase-Aktivitdt und
nimmt somit Einfluss auf die Funktion von HSP703637, Mit seinen Uber 40 Splicevarianten
und Isoformen ist die Rolle von HSP40 in Tumorzellen noch nicht ausreichend

charakterisiert.

Bei Patienten mit fortgeschrittenem PCa zeigt sich eine Korrelation der HSP60-Expression
mit dem Tumorprogress, aullerdem scheint HSP60 mit der androgenresistenz des Tumors,
sowie einem verkiirzten progressionsfreien Intervall assoziiert zu sein3. HSP60 ist
verantwortlich flr den Transport und die Faltung mitochondrialer Proteine. Hier agiert es
beispielsweise zytoprotektiv, indem es die Translokation von Bax in das Mitochondrium
blockiert und somit die Apoptose verhindert3. Allerdings scheint HSP60 neben den

antiapoptotischen Eigenschaften auch proapoptotische Wirkungen zu haben.

Im Tumorgewebe herrscht oftmals ein Unterangebot an Nahrstoffen, Hypoxie, sowie ein
niedriger pH-Wert, was physiologischerweise zur Einleitung der Apoptose flihren wiirde.
Daher missen Tumorzellen diesen zytotoxischen Stress tiberwinden, um weiterwachsen und
proliferieren zu kdonnen. Diese Anpassung, den Zelltod unterdriicken zu kdénnen, scheint
maRgeblich durch eine hohe Aktivitdt von HSP70 in Tumorzellen bedingt zu sein®*2, Nicht
nur die Chaperonfunktion spielt hierbei eine Rolle, sondern vor allem ein regulatorisches
Eingreifen von HSP70 in Signalkaskaden der Zellen*'. Hierbei greift HSP70 beispielsweise in
den intrinsischen Weg der Apoptose ein, indem es die Aktivierung des proapoptotischen
Proteins Bax hemmt und somit Cytochrom C nicht aus dem Mitochondrium translozieren
kann®. Auch im extrinsischen Weg blockiert HSP70 die Assemblierung des DISC (death-
inducing signaling complex)*. In beiden Signalkaskaden wird so die Aktivierung des
Schlisselproteins Caspase-3 verhindert, welches Zielproteine abbaut und den Zelltod
einleitet*. Somit kann eine hohe HSP70-Aktivitat den Tumorzellen helfen, diese proteo- und
zytotoxischen Noxen zu Uberwinden. Neben der Blockierung der Apoptose scheint HSP70
eine wichtige Funktion in der Unterdriickung der Seneszenz zu haben. Bei der Seneszenz
befinden sich die Zellen in einem permanenten Zellzyklusarrest, sie kdénnen weder

weiterwachsen noch proliferieren und konnen schliefllich durch das Immunsystem des
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Kérpers eliminiert werden®!. Seneszenz agiert als Schutzmechanismus um abnorme Zellen,
die Onkogene produzieren oder ungepaarte DNA-Strange besitzen, von der
Weiterentwicklung  abzuhalten und somit einer Entstehung von  Tumoren
entgegenzuwirken®. Sherman et al. zeigten, dass ein Silencing des HSP70-Gens eine
Seneszenz von Tumorzellen (unter anderem in der PCa-Zelllinie PC-3) induzieren konnte,
sowohl p53-abhidngig, als auch p53-unabhingig?>*®. Neben der Modulation zelluldrer
Signalkaskaden hat HSP70, wie auch HSP90, eine wichtige Chaperonfunktion, die vor allem in
Tumorzellen entscheidend ist. Die Balance des Proteoms ist in Tumorzellen gestért, da
vermehrt fehlgefaltete und mutierte Proteine in der Zelle aggregieren. Dieser proteotoxische
Stress bedingt unter anderem eine erhdhte Abhéngigkeit der Tumorzellen von HSPs*’. Die
Chaperonfunktion wird in Tumorzellen meist von stressinduzierten Isoformen von HSP70 wie
HSP70-1 Gbernommen. Doch auch in gesunden Zellen sind konstitutiv exprimierte Isoformen

wie HSC70 (auch HSP70-8 genannt) fiir die Proteinhomdostase verantwortlich?!.

In  seiner Chaperonfunktion interagiert HSP90 mit Vvielfdltigen Bindungspartnern,
sogenannten client-proteins, wie beispielsweise Wachstumsfaktorrezeptoren (growth factor
receptor, GFR), Zellzyklusregulatoren und Kinasen wie Akt und Her-2, die in der Entwicklung
des CRPC eine Rolle spielen*®*, Des Weiteren hat HSP90 antiapoptotischen Einfluss auf
zytotoxische Signalkaskaden®®. Im PCa ist HSP90 ein wichtiger Bestandteil des AR-Multi-
Chaperonkomplexes, der aus HSP70, HSP90, sowie den Co-Chaperonen HSP40 und HOP
gebildet wird und fir die Stabilitdt, Konformation und Lokalisation des Androgenrezeptors
zustandig ist?3 (siehe Abb. 1.2). Auch HSP90 kann in weitere Isoformen differenziert werden.
Hierbei stellt HSP90a die induzierbare und HSPSOR die konsekutiv exprimierte Isoform dar,

welche in den Proteinanalysen dieser Arbeit separat betrachtet werden.



1.5 Androgenrezeptor (AR)

Der Androgenrezeptor (AR) ist ein Steroidhormonrezeptor und gilt als wichtigster
Proliferationsfaktor des PCa. Im inaktiven Zustand wird der AR im Multi-Chaperonkomplex
durch interagierende HSPs vor dem proteolytischen Abbau geschiitzt*® (siehe Abb. 1.2).
Aktiviert wird der AR durch Bindung von Testosteron bzw. Dihydrotestosteron, transloziert
mit Hilfe von HSP27 in den Zellkern und agiert dort als Transkriptionsfaktor an ARE
(androgen response elements) fiir AR-regulierte Gene. Die AR-abhdngigen Gene werden

transkribiert und vermitteln einen wachstumsférdernden Effekt auf die PCa-Zellen.

Im initialen Krankheitsverlauf ist die Androgendeprivation eine effektive Therapie des PCa
(siehe Kap. 1.3 und Abb. 1.1). Mit der Zeit entzieht sich das PCa jedoch diesem Mechanismus
und wird resistent gegeniiber dem Entzug der Androgene, ein CRPC entsteht. Wichtige
Treiber dieser Resistenzmechanismen sind neben verschiedenen HSPs auch die Entwicklung
von Mutationen und Splicevarianten des AR, sowie alternative androgenunabhiangige
Aktivierungen des AR?2. Eine Splicevariante des AR, AR-V7, vermittelt beispielsweise die
Therapieresistenz des AR-Antagonisten Enzalutamid sowie des Testosteronsynthese-
Inhibitors Abirateron und bedingt so einen weiteren Tumorprogress des CRPC>. Dies zeigt,
dass der AR auch im CRPC weiterhin eine treibende Funktion im Tumorgeschehen besitzt

und somit einen Angriffspunkt in der Therapie darstellt.

Abbildung 1.2: Die Rolle von

HSPs in der Funktion des ARs.
Der Androgenrezeptor (AR) wird
\> durch den Multi-Chaperon-

Komplex % 3E =[5
e T = afs [aufiay Komplex aus interagierendem
—3 - —3 —> |& |S|HsP27) HSP90, HSP70 und den Co-
B eree®) / sls — Egmm w0

AR-Multi-
Chaperon

Chaperonen HOP und HSP40
intrazellulér  stabilisiert. Bei
Bindung von Dihydrotestosteron
(DHT) lést sich der AR aus dem
Komplex, dimerisiert und
transloziert mit Hilfe von HSP27 in
den Zellkern. Hier kann der AR als

Transkription Transkriptionsfaktor ~an  ARE
AR-abh. Gene

(androgen response elements)

/A AR-regulierter Gene binden und

deren Transkription initiieren.
Modifiziert nach Azad et al.*®
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1.6 VER155008 (VER) als HSP70-Inhibitor

VER155008 besitzt eine ATP-adhnliche Struktur und agiert als ,small molecule inhibitor’ indem
es die ATPase-Aktivitdt von HSP70 kompetitiv inhibiert>2. VER155008 bindet hoch spezifisch
an die ATP-Bindungsdomane von HSP70, wobei die Substratbindungsstelle unbeeinflusst
bleibt>23. Es zeigt erst bei sehr hohen Konzentrationen unspezifische Bindungen zu HSP90,
welches ebenfalls eine ATP-Bindungsdomane besitzt, die sich jedoch in der Struktur deutlich

unterscheidet (siehe Abb. 1.3 A).

Bisherige Studien untersuchten den Einfluss des HSP70-Inhibitors auf Kolon->2, Mamma->2>3,
Schilddriisen->* und Lungen->> Karzinomzellen, sowie auf Tumorzellen des Melanoms®>,
Glioms®® und Multiplen Myeloms3®, wobei ein zytotoxischer Effekt gezeigt werden konnte.
Der vielfaltige Wirkmechanismus ist in vielen Tumoren jedoch noch ungeklart. Kita et al.
untersuchten kirzlich die Auswirkungen von HSP70-Inhibitoren (Quercetin und VER155008)
auf die AR-Expression in LNCaP95-Zellen und konnten eine reduzierte AR-Expression, sowie
eine reduzierte Zellproliferation nachweisen??. Bisher wurde jedoch noch keine ICso in der

Behandlung von PCa-Zelllinien mit VER155008 bestimmt.

Bindungsanalysen zeigten die Inhibition sowohl bei der konstitutiv exprimierten Isoform
HSC70, als auch bei der stressinduzierte Isoform HSP70-1 durch VER155008%. Da beide
Isoformen von HSP70 blockiert werden stellt sich nun die Frage, ob VER155008 nur auf
Tumorzellen, oder auch auf gesundes Gewebe einen toxischen Effekt hat. Powers et al.
konnten zeigen, dass ein Silencing beider HSP70-Isoformen in nichttumorésen Zelllinien im
Vergleich zu Tumorzelllinien keine gleichwertige Wachstumsinhibition oder Induktion der
Apoptose bewirkt>’. Somit kénnte eine spezifische HSP70-Inhibition ein vielversprechender
Mechanismus in der Tumortherapie sein. VER155008 zeigt, wie zwei weiteren HSP70-
Inhibitoren MKT-007 und PES-Cl, eine tumorzellselektive Zytotoxizitidt>. Eine in-vivo
Anwendung von VER155008 in Mausen zeigte die Anreicherung des Wirkstoffes im
Tumorgewebe im Vergleich zum Serum, jedoch waren die Wirkstoffkonzentrationen im
Zielgewebe aufgrund einer hohen Clearance niedriger als die vorhergesagte
pharmakologische Wirkdosis®2. Tang et al. nutzten VER155008-Mizellen, um eine bessere
Wirkstoffkonzentration in-vivo im Tumorgewebe zu erreichen®®. Zusammenfassend l4sst der

spezifische HSP70-Inhibitor VER155008 aufgrund der besonderen Abhangigkeit von HSP70
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und dem Zusammenspiel der HSPs im PCa vielversprechende Ansatze auf zytotoxische

Effekte in-vitro als auch eine mogliche Anwendung in-vivo zu liefern.

Abbildung 1.3 A: Die Bindung

A von ATP und VER an HSP70 bzw.
NH, HSP90. VER155008 (VER) bindet

)ﬁ:N /_@, spezifisch  an  der  ATP-

VER | \>— Bindungsdomdne von HSP70. Die
VER N/ N ATP-Bindungsdomdnen von

S _Q \/©/ HSP70 und HSP90 unterscheiden

Y sich strukturell. VER155008 kann

HO nicht spezifisch an HSP90 binden.

ATP ATP VER-155008 Schematische Darstellung, selbst

konzipiert.
B: Struktur von VER155008°,
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2 Zielsetzung

Um neue Therapiemoglichkeiten bei kastrationsresistentem Prostatakarzinom (CRPC) zu
untersuchen und mehr Uber die Reaktion der Hitzeschockproteine (HSP) in Tumorzellen zu
erfahren, wird in dieser Arbeit der Effekt des HSP70-Inhibitors VER155008 auf
Prostatakarzinom- (PCa-) Zellen analysiert. Hierbei soll der wachstumsinhibierende Effekt
von VER155008, der bereits in anderen Tumorentitaten beschrieben wurde, im in-vitro
Modell des PCa evaluiert werden. Zusatzlich werden die Effekte des HSP70-Inhibitors auf
verschiedene interagierende HSPs und den fiir das PCa entscheidenden Androgenrezeptor

(AR) untersucht, um mogliche Wirkmechanismen aufzuzeigen.

Als geeignete Zellkulturmodelle werden in dieser Arbeit die AR-positive LNCaP-Zelllinie sowie
die AR-negative PC-3-Zelllinie etabliert. Sie stellen unterschiedliche Stadien der Entwicklung
des CRPC dar und geben sowohl Aufschluss Ulber eine AR-abhangige als auch AR-
unabhangige Wirkung von VER155008 auf PCa-Zellen. Zur Analyse der VER155008-Wirkung
soll die jeweilige Wirkstoffkonzentration mit einem halbmaximalen inhibitorischen Effekt
(ICs0) in beiden Zelllinien ermittelt werden. AnschlieBend werden die Effekte der VER155008-
Inkubation auf die Expression der HSPs in Proteinanalysen mittels Western-Blot bestimmt.
Hierbei liegt der Fokus auf dem VER155008-Zielprotein HSP70, dem interagierenden
Chaperon HSP90, sowie HSP40 und HOP, die im Multi-Chaperonkomplex interagieren.
Zusatzlich werden die Effekte auf den im PCa wichtigen zytoprotektiven Faktor HSP27, dem

Co-Chaperon HSP60 und dem AR, einem zentralen Proliferationsfaktor des PCa, analysiert.

Weitergehend untersucht das aus dieser Forschungsarbeit hervorgegangene Paper von D.
Briinnert, C. Langer, L. Zimmermann et al. zusatzlich die Auswirkung der VER155008-

Behandlung auf den Zellzyklus bzw. Zellzyklusarrest von PCa-Zellen ©°,
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerat Hersteller

Absaugsystem VACUSAFE Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Absaugsystem VACUSIP Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Autoklav VX150 Systec, Wettenberg

Brutschrank function line

CASY TT Cell Counter and Analyzer 150 um
ChemiDoc XRS+ System

Eismaschine

Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN ®
Feinwaage ABS 120-4

Heizblock QBT1

Heracell™ VIOS 160i CO2 Inkubator
Inkubator Nuaire™

Invertierer

Klimagerate (4°C, -20°C, -80°C, -140°C)
Kihl-/Gefrierkombi Mediline Lcexv 4010
Lichtmikroskop IT400+

Magnetriihrer mit Heizplatte, IKA RCT classic
Mikrozentrifuge-Rotilabo
Miniwippe-Schittler MR1

Multipipette® Plus

pH-MeterTM FE20 FiveEasy

Pipettierhilfe

Pipettierhilfe

Plattenleser Infinite® M200 PRO NanoQuant
PowerRackTM Basic Power Supply
Rollenmischer RS-TR0O5

SDS-Page Zubehor Mini-PROTEAN® System
Sterilbank HERA safe

Sterilbank safe 2020

Tecan readers with i-control microplate reader
software / infinite M200 Pro
Uberkopfschiittler Multi Bio RS-24
Ultraschallgerat Transsonic 460/H
Vortex-Schittler peqTWIST
Vortex-Schittler RS-VA10

Waage EMB 2000-2

Wasserbad W14

Western Blot System Trans-Blot® SD semi-dry transfer

cell
Wippschuttler UNITWIST-RT

Heraeus Instruments, Hanau

Roche Diagnostics, Basel, Schweiz
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Manitowoc, Manitowoc (USA)

Bio-Rad Laboratories, Munchen

Kern & Sohn, Balingen

CLF Laborgerate, Emersacker

Thermo Fisher Scientific, Rockford (USA)
US Autoflow NuAire, Plymouth, USA
VWR International, Darmstadt

Liebherr, Biberach an der Rif3

Liebherr, Biberach an der Rif3

VWR International, Darmstadt

IKA® -Werke, Staufen

Carl Roth, Karlsruhe

BioSan, Riga, Lettland

Eppendorf, Hamburg

Mettler Toledo, Schwerzenbach
pipetus®, Hirschmann Laborgeréate, Eberstadt
peqMATE Peglab, Erlangen

Tecan Group Ltd, Mannedorf

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Phoenix Instrument, Garbsen

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Heraeus Instruments, Hanau

Thermo Fisher Scientific, Rockford (USA)

Tecan Group ltd., Mdnnedorf, Schweiz

BioSan, Riga, Lettland

Elma, Singen

VWR Peqlab, Erlangen

Phoenix Instrument, Garbsen

Kern&Sohn, Balingen

Granz Instruments, Cambridge, GroRbritannien

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Armin Baack, Schwerin



Zentrifuge Centrifuge 5417R
Zentrifuge Centrifuge 5810
Zentrifuge Micro 120

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hettich Lab Technology, Tuttlingen

Hersteller

15ml Réhrchen

50ml Falcon®

CASY Réhrchen

Filterpapier

Filterspitzen SafeSeal Tips Professional
Gewebekulturflasche 75cm?
Glaspasteurpipette

Kapillarspitze MultiFlex Round Tip
Magermilchpulver

Mikrotiterplatte, 96-Well transparent
Nitrilhandschuhe Micro-Touch® Nitra-Tex®
Nitrozellulosemembran PROTEANTM 0,2um
Parafilm

Pipettensatz 0,5-1000ul

Pipettensatz 0,5-1000ul

Pipettenspitzen

Reagiergefal 0,5ml

Reagiergefal 1,5ml

Reagiergefall 2ml, SafeSeal
Schutzhandschuhe Sterling Nitrile KC300
Serologische Pipette 2ml, 5ml, 10ml, 25ml
Zellkulturplatte CELL+ 6 Well
Zellkulturplatte CELL+ 24 Well

3.1.3 Chemikalien und kommerzielle L6sungen

Chemikalie

Sarstedt, Niimbrecht

BD Biosciences, Heidelberg
Roche Innovatis, Reutlingen
Whatman, Dassel

VWR, Leuven, Belgien
Sarstedt, Nimbrecht

VWR International, Darmstadt
BioScience, Salt Lake City, USA
Sucofin®, Zeven

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Ansell Healthcare, Brissel, Belgien
Whatman, Dassel

Bemis, Nennah (USA)

Biohit, Proline, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Kimberly-Clark, Roswell, USA
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Hersteller

1,4,-Dithiothreitol
1-Bromo-3-Chloropropan
2-Mercaptoethanol
Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau
Calciumchlorid
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Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Feinchemie K.-H. Kallies KG, Sebnitz
Merck, Darmstadt



CompleteTM Mini, EDTA-frei
Coomassie® Brilliant Blue G250
D(+)-Saccharose
Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
Desoxycholsdaure Natriumsalz
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Essigsaure

Ethanol

Glycerol

Glycerol-2-phosphat

Glycin

Harnstoff

Isopropanol

Kaliumacetat

Konservierer fiir Wasserbader
Luminol Natriumsalz
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Methanol

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid

Natriumfluorid

Natriumhydroxid

Natriumvanadat
ortho-Phosphorsaure H3PO,
para-Hydroxycoumarinsaure
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Poly-L-Lysin

Ponceau-S

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thioharnstoff

Trichloressigsaure

Triton® X-100
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Trypsin, Sequencing Grade

Tween® 20

Wasserstoffperoxid (H20,)

kommerzielle Lésung

Roche Diagnostics, Mannheim

Fluka, Buchs (Schweiz)
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Ferak, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe
Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe

Hersteller

10x Roti-Block Konzentrat

Page Ruler Restained Protein Ladder
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
SuperSignal® West Dura
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Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford, USA



3.1.4 Puffer und Losungen

Puffer / Losung

Herstellung

10% SDS

10x Laufpufferstocklosung
1x SDS-Laufpuffer

10x DPBS

1x Roti-Block Lésung
10x TBS
1x TBS-T
5x Proteinladepuffer

Ampicillin-Stocklésung
Antikorperldsung
Bradford-Reagenz

BSA-Standard
CASY Ton
ECL-Losung A
ECL-L6sung B
Elutionspuffer

Milchblock-Lésung

PBS mit CaCl, und MgCl,
Poly-L-Lysin Lésung
Ponceau-S Farbelosung
RIPA Gebrauchslésung

RIPA Stammldsung

Sammelgelpuffer
Sekundarantikorperldsung
TE-Puffer

Transferpuffer
Trenngelpuffer

10% w/v SDS-Pellets

192mM Glycin; 24,8 mMTris; pH 8,3

10% v/v 10xLaufpufferstocklosung; 0,1% v/v 10 %SDS

1,37M NaCl; 26,8mM KCI; 101,1mM Na,HPOsx 2 H,0; 17,6mM
KH2POg4; pH 7,4

10% v/v 10x Roti-Block Konzentrat

0,2M Tris; 1,5M NacCl; pH 7,6

10% v/v 10x TBS; 0,1% v/v Tween20

156mM Tris, pH 6,8; 25% v/v Glycerol; 5%v/v SDS; 12,5% v/v B-
Meraptoethanol; 0,2% w/v Bromphenolblau

50mg Ampicillin in 1ml A.bidest

5% w/v BSA; 10% v/v 10x TBS; 0,001% v/v Tween20; NaN3
10% w/v Coomassie® Brilliant Blue G250; 5% v/v Ethanol; 8,5% v/v
H3PO,4

100% w/v BSA in A.bidest

154mM NaCl; 0,1mM EDTA in A.bidest

25% w/v Luminol Natriumsalz in 0,1M Tris, pH 8,6

110% w/v para-Hydroxycoumarinsaure in DMSO

200mM Glycin; 0,2% w/v SDS; 0,1% v/v Tween 20 in 100mM Tris-
HCl; pH 6,8

5ml 1x TBS-T, 5g Magermilchpulver

96,9mg CaCl,; 50mg MgCl, in DPBS

0,01% w/v Poly-L-Lysin in sterilem A.bidest

0,2% w/v Ponceau S; 3% v/v Trichloressigsaure

67% v/v RIPA-Stammldsung; 1mM SV; 20mM NaF; 20mM
Glycerol-2-phosphat; 20% w/v CompleteTM Mini EDTA-frei
50mM Tris, pH 7,5; 5mM EDTA, pH 8,0; 150mM NacCl; 10mM
K2HPO4; 10% v/v Glycerol; 1% v/v Triton X-100; 0,05% v/v SDS
0,5M Tris, pH 6,8

10% v/v Rotiblock 10x Konzentrat in A.bidest

10mM Tris-HCl; 1mM EDTA

20% v/v Methanol; 10% v/v 10x Laufpufferstockldsung

1,5M Tris, pH 8,8
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3.1.5 Antikorper

Primarantikérper Gebrauchs- Hersteller

verdiinnung
Anti-AR-XP ™ rabbit 1:10 000 Cell Signaling Technology, Inc.,

Danvers, USA

Anti-GAPDH rabbit 1:10 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-HOP rabbit 1:1 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-HSP27 mouse 1:5 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-HSP40 rabbit 1:3 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-HSP60 rabbit 1:15 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-HSP70 rat 1:3 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-HSP90a rabbit 1:5 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-HSP90R rabbit 1:3 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Sekundarantikorper Gebrfuchs- Hersteller

verdiinnung
Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Cell Signaling Technology, Inc.,
Antibody 1:5 000 Danvers, USA
Anti-mouse IgG, HRP-linked AB 1:5 000 Cell Signaling Technology, Inc.
Anti-rat 1gG, HRP-linked AB 1:5 000 Cell Signaling Technology, Inc.
3.1.6 Zelllinien
Zelllinie Hersteller

LNCaP (Metastatic Leasion of

Prostate Adenocarcinoma) American Type Culture Collection, Manassas, USA
PC-3 (Prostate Adenocarcinoma)  American Type Culture Collection, Manassas, USA

3.1.7 Zellkultur: Medien und Zusatze

Produkt Hersteller / Herstellung

10x Trypsin-EDTA 0,5/0,2% in

DPBS PAN Biotech, Aidenbach
2x Trypsin/EDTA 20% v/v 10xTrypsin/EDTA in DPBS
DPBS PAN Biotech, Aidenbach

Einfriermedium 70% v/v RPMI 1640 mit Phenolrot; 20% v/v FCS; 10% v/v DMSO

PAN Biotech, Aidenbach

PAN Biotech, Aidenbach; 10000U/ml Penicillin; 10mg/ml
Streptomycin
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Pyruvat PAN Biotech, Aidenbach

RPMI 1640 mit Phenolrot PAN Biotech, Aidenbach
VER155008 Tocris, Bristol, GroRbritannien
Vollmedium (RPMI+++) 1% Penicillin/Streptomycin; 1% Pyruvat; 10 %FCS (hitzeinaktiviert) in

RPMI 1640 mit Phenolrot

3.2 Zellbiologische Methoden
3.2.1 Lagerung und Auftauen der Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Prostatakarzinomzellen PC-3 und LNCaP wurden zur
dauerhaften Lagerung bei -140°C kryokonserviert. Hierbei wurden jeweils 3x10° Zellen einer
niedrigen Passage in Isopropanol gelagert und diese fiir die im Folgenden beschriebenen

Experimente aufgetaut.

Zur Konservierung wurden die Zellen mittels Trypsinbehandlung aus den ZellkulturgefalRen
geldst, in Vollmedium resuspendiert und anschlieBend bei 1000U/min fir 5min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das verbleibende Zellpellet in 3ml Einfriermedium
resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels CASY TT Cell Counter bestimmt (siehe 3.2.4),
jeweils 3x10® Zellen in die mit Isopropanol gefillten Kryo-Rohrchen gegeben und zur

dauerhaften Lagerung bei -140°C eingefroren.

Zum Auftauen wurden die Zellen schonend bei 37°C erwdrmt, anschlieBend in 3ml
Vollmedium resuspendiert und erneut bei 1000 U/min fiir 5min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das verbleibende Zellpellet in 3ml Vollmedium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde mit weiteren 17ml Vollmedium in eine T75-Zellkulturflasche gegeben
und diese im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und gesattigter Luftfeuchtigkeit gelagert. Taglich
wurde die Konfluenz der Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert und bei einer ca. 80%-igen
Konfluenz mit frischem Zellkulturmedium passagiert (siehe 3.2.2). Sowohl bei PC-3- als auch
bei LNCaP-Zellen wurden fiir die Experimente ausschlieflich Zellen der Passagen 8 bis 30

verwendet.
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3.2.2 Kultivieren und Passagieren der Zellen

Das Passagieren der Zellen erfolgte ca. zweimal wochentlich, nachdem die Konfluenz der
Zellen in der T75-Zellkulturflasche lichtmikroskopisch beurteilt wurde. Hierfiir wurde unter
der Sterilbank das Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt und der Flaschenboden
anschlieBRend mit 10ml DPBS gewaschen, um nicht anhaftende Zellen zu entfernen. Zum
Losen der anhaftenden Zellen wurde 1ml 2xTrypsin hinzugegeben, 3min bei 37°C inkubiert
und die nun gelosten Zellen in ein Falcon Gberflihrt. AnschlieRend wurde die
T75-Zellkulturflasche mit Medium gespiilt, um verbleibende Zellreste ebenfalls ins Falcon zu
Uberfuhren. An dieser Stelle konnte die Zellzahl der Zellsuspension in Zellen/ml mittels

CASY TT Cell Counter bestimmt werden (siehe 3.2.4).

Bei PC-3-Zellen wurde die Zellsuspension im Falcon durch mehrmaliges auf- und ab-
pipettieren vereinzelt, um optimale Wachstumsverhaltnisse in der neuen Zellkulturflasche zu
ermoglichen. PC-3-Zellen wurden im Verhaltnis 1:3 bis 1:10 umgesetzt, hierbei wurden aus
dem Falcon mit 3ml bzw. 10ml Zellsuspension in Medium jeweils 1ml in eine neue

T75-Zellkulturflasche gegeben, in der 19ml Wachstumsmedium bereits vorgelegt wurden.

Bei LNCaP-Zellen wurde die Zellsuspension im Falcon bei 1000 U/min fur 5min zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in neuem Medium resuspendiert um die
Zellverbande zu vereinzeln. Hierbei wurden die Zellen im Verhaltnis 1:3 bis 1:6 umgesetzt,
d.h. das Zellpellet wurde in 3ml bzw. 6ml Medium resuspendiert und von der Zellsuspension
jeweils 1ml in eine neue T75-Zellkulturflasche gegeben, in der 19ml Wachstumsmedium

bereits vorgelegt wurden.

3.2.3. Aussaat und Behandlung der Zellen mit VER155008 bzw. der Kontrollgruppe

Die verschiedenen Versuchsansatze erforderten ein  Wachstum der Zellen in
unterschiedlichen ZellkulturgefaBen. Fir die Wachstumskinetiken der PCa-Zellen wurden
24-Well-Platten verwendet, wohingegen die Kultivierung der Zellen fiir die Proteinanalysen
in 6-Well-Platten mit groRerem Volumen durchgefiihrt wurde. Die ausgesaten Zellzahlen
wurden ausgewahlt, sodass bei einem sigmoidalen Wachstum Uber den geplanten
Versuchszeitraum keine Wachstumsinhibition durch zu hohe Konfluenz bzw.

Nahrstoffmangel zu erwarten war.
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Vor dem Aussden wurden die Zellkulturplatten mit Poly-L-Lysin Losung beschichtet und
getrocknet. Fir die durchgefiihrten Wachstumskinetiken wurden in die 24-Well-Platten
jeweils 10.000 Zellen/Well der PC-3-Zelllinie und je 20.000 Zellen/Well der LNCaP-Zelllinie
ausgesat. Fur die Proteinanalysen wurden in die 6-Well-Platten mit jeweils
150.000 Zellen/Well von PC-3 bzw. 450.000 Zellen/Well LNCaP ausgesdht. Nach dem
Aussden wurden die Zellkulturplatten fiir 24h in den Brutschrank gegeben, sodass die Zellen

am beschichteten Plattenboden anwachsen konnten.

Am Tag nach dem Aussden erfolgte die Behandlung der nun angewachsenen Zellen in den
Wells der Zellkulturplatten. Fir die Wirkstoffgruppe wurde das Wachstumsmedium mit
VER155008, gelost in DMSO, versetzt; das Wachstumsmedium der Kontrollgruppe lediglich
mit DMSO. Hierbei wurde darauf geachtet, dass jeweils die gleichen Volumina von DMSO
bzw. VER155008 geldst in DMSO zum Wachstumsmedium hinzugefiigt wurden, um einen
moglichen zytotoxischen Effekt von DMSO herauszufiltern. Der Wirkstoff wurde zu
Versuchsbeginn aus den jeweils angefertigten Stammldosungen mit Wachstumsmedium auf
die berechnete Arbeitskonzentration im Verhaltnis 1:1000 verdinnt, beim Kontrollansatz
wurde jeweils die dquivalente Menge DMSO zum Vollmedium hinzugefiigt. Flir die Ansatze
der Wirkstoffgruppe der PC-3-Zellen wurde hierfiir eine 3mM VER155008-Gebrauchslosung
hergestellt und diese im Verhéltnis von 1:1000 mit dem frischen Wachstumsmedium
versetzt (1ul  VER155008-Gebrauchslosung in 1ml  Wachstumsmedium). Die
Wirkstoffkonzentration fir PC-3-Zellen betrug im Medium somit 3uM VER155008. Das
Wachstumsmedium der Wirkstoffgruppe der LNCaP-Zellen wurde mittels einer 10mM
VER155008-Gebrauchslésung hergestellt, welches ebenfalls im Verhaltnis 1:1000 mit dem
frischen Wachstumsmedium versetzt wurde. Die Wirkstoffkonzentration fir LNCaP-Zellen

betrug im Medium somit 10uM VER155008.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die ICso von VER155008 bei PC-3- und LNCaP-Zellen
bestimmt und anschlieRend die ermittelten Werte (3uM bei PC-3 und 10uM bei LNCaP,

(siehe 4.1)) fur die Proteinanalysen beider Zelllinien verwendet.

Bei der Behandlung der Zellen wurde das Wachstumsmedium vom Vortag unter der
Sterilbank vorsichtig von den angewachsenen Zellen abgesaugt und das frisch angesetzte
Medium mit enthaltenem VER155008 bzw. DMSO in jeweils gleichen Volumina in die Wells
gegeben.
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3.2.4. Ernte der Zellen und Zellzahlbestimmung mittels CASY TT Cell Counter

Die Ernte erfolgte nach Wirkstoffbehandlung alle 24h, bei den Wachstumskinetiken sechs
Tage lang und bei den Ansatzen fiir die Proteinanalyse drei Tage lang. Fir die Ernte wurde
unter der Sterilbank das Medium abgesaugt, jeweils 500ul 2x Trypsin in die Wells gegeben
und far 3min bei 37°C inkubiert. Die nun geldsten Zellen wurden in ein Eppendorf-Tube
Uberfihrt und die restlichen Zellen in zwei Waschschritten mittels 500ul PBS und
flinfmaligem Resuspendieren aus den Wells gelést und ebenfalls hinzugegeben. Bei der
Ernte der 24-Well-Platten wurde eine Zellzahlung fiir die Wachstumskinetik angeschlossen,
bei der Ernte der 6-Well-Platten wurden die Proben zur Proteinanalyse weiter aufgearbeitet

(siehe 3.3).

Die Zellzahl der Zellsuspension wurde mit Hilfe des CASY TT Cell Counter (kurz: CASY)
bestimmt. Zur Zellzahlung der Wachstumskinetikansatze wurden aus der frisch geernteten
1,5ml-Zellsuspension 100ul entnommen, in das CASY-Cup mit 10ml CASY-Ton gegeben und
10-mal resuspendiert. Der CASY-Cup mit der verdinnten Zellsuspension wurde dreimal
invertiert und anschliefRend direkt in den CASY Cell Counter eingespeist, um die Zellzdhlung
vorzunehmen. Hierfir wurde das Gerat auf die jeweiligen Zelllinien geeicht und eine
dreifache Messung der Zellzahl durchgefiihrt, wonach der Mittelwert bestimmt wurde. Das
Ergebnis des CASY Cell Counters gibt die Zellzahl/ml der verdiinnten Zellsuspension im
CASY-Cup an und wurde entsprechend des vorherigen Suspensionsverhaltnisses mit dem

entsprechenden Faktor multipliziert, um die Zellzahl im Falcon zu berechnen.

3.3 Proteinbiochemische Methoden
3.3.1 Protein-Isolierung mittels RIPA-Lyse

Die Isolierung des Gesamtproteins der PCa-Zellen erfolgte mittels RIPA-Lysepuffer. Hierzu
wurde die frisch geerntete Zellsuspension (siehe 3.2.4) bei 5000U/min fiir 5min zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 30-50ul RIPA-Lysepuffer resuspendiert.
Anschliefend wurden die Zellen durch 20 UltraschallstoRe bei 0,5Cycle und einer Amplitude
von 50% aufgeschlossen und das entstandene Zelllysat bei -20°C eingefroren und zur

spateren Analyse aufbewahrt.
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3.3.2 Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Um in den Western Blots eine Vergleichbarkeit der Proteinmengen zu gewahrleisten wurde
die Proteinkonzentration der Proben nach Bradford bestimmt. Grundlage der
Proteinbestimmung nach Bradford ist die Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant
Blue G250 an Aminosdurereste der Proteine, welche dadurch eine Anderung des
Absorptionsmaximums von 470nm auf 595nm bewirkt. Als Referenz wurde eine
Verdiinnungsreihe eines definierten Proteinstandards (BSA) angefertigt (siehe Tab. 3.1) und
daraus eine Eichreihe erstellt. Zur Konzentrationsbestimmung der Proben wurden im
doppelten Ansatz jeweils 18ul A.bidest und 2ul des Zelllysats (aus 3.3.1) mit 300ul Bradford-
Reagenz zusammen gegeben. Die Eichreihe sowie die Proben wurden in eine 96-Well-Platte
pipettiert, die nach Zugabe der Bradford-Reagenz fiir 15min im Dunkeln inkubiert wurde.
Anschlieend wurde mittels Tecan Reader die Extinktion der Protein-Bradford-Reagenz-
Mischungen bei 595nm und einer Referenzwellenlange von 360nm gemessen. Die erfolgten
Doppelbestimmungen der Eichreihe und der Proben wurden mittels geeigneter Software (i-
control microplate reader) in ein Verhdltnis gesetzt und anschlieRend die

Proteinkonzentration der Zelllysate anhand der Eichkurve bestimmt.

Tabelle 3.1: Pipettierschema zur Proteinbestimmung nach Bradford-Eichreihe

cichreie | BSAIE | “pyis oy )" | A bidest ] | radtor
1 Leerwert 0 20 300
2 0,4 2 18 300
3 0.8 4 16 300
4 1,2 6 14 300
> 16 8 12 300
6 2,0 10 10 300
/ 24 12 8 300
8 2,8 14 6 300
d 3,6 18 2 300

3.3.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wird verwendet, um Proteingemische anhand ihres Molekulargewichts
aufzutrennen, um somit einzelne Proteine besser analysieren zu kdénnen. Die Auftrennung

der Proteine erfolgt hierbei ausschlieRlich anhand der ProteingréRe. Kleinere Proteine
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konnen dem Stromgradienten folgend schneller durch die porenartige Struktur des Gels
wandern und befinden sich am Ende der Auftrennung naher an der Anode als grolRere
Proteine. Das negativ geladene Sodiumdodecylsulfat besitzt eine stark denaturierende
Wirkung, bindet an die Proteine und maskiert damit die Eigenladung der einzelnen

Aminosaurereste, sodass diese keinen Einfluss auf die Laufeigenschaften im Gel haben.

Zur Herstellung der Polyacrylamid-Gele, welche aus einem unten liegenden 10%-igen
Trenngel und einem oberen 5%-igen Sammelgel bestehen, wurde eine Apparatur des Bio-
Rad Gel System verwendet. Das groBporige Sammelgel ermdglicht den Proteinen einen
schnellen Durchtritt zu Beginn der Elektrophorese. Die Proteine sammeln sich am Ubertritt
zum feinporigen Trenngel, bevor sie durch eine Erhéhung der angelegten Spannung weiter
wandern konnen. Hiermit wird eine zeitgleiche Auftrennung des Proteingemisches im
Trenngel gewahrleistet. Zuerst wurden zwei Glasplatten in die Apparatur eingespannt, das
Trenngel laut Pipettierschema hergestellt (siehe Tab. 3.2) und zwischen die Glasplatten
gegeben. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das Sammelgel laut Pipettierschema
hergestellt (siehe Tab. 3.2), Gber dem Trenngel verteilt und mittels eines Kamms zehn
Taschen fiir die spateren Proben eingefiigt. Nach Verfestigung des Gels durch erneute
Polymerisation wurden sie direkt verwendet oder eingewickelt in feuchtem Zellstoff bei 4°C

aufbewahrt.

Tabelle 3.2: Pipettierschema der SDS-Gele

5 % Sammelgel 10 % Trenngel
A. bidest 2.1 ml 2.4 ml
Sammelgelpuffer 0.375 ml -
Trenngelpuffer - 1.5 ml
30 % Acrylamid 0.5 ml 2.0 ml
10 % SDS 30 ul 60 ul
10 % APS 30 ul 60 ul
TEMED 3ul 6 ul

Fir die Gelelektrophorese wurde das Bio-Rad Mini PROTEAN® System mit 1x SDS Laufpuffer
verwendet, wobei maximal vier Gele gleichzeitig laufen konnten. Zur Vorbereitung der
Proben wurden Zelllysat (aus 3.3.1), A.bidest und 5x Ladepuffer in definierten Verhaltnissen
zusammengegeben, um die gewlinschte Proteinkonzentration in der Probe zu erreichen.
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Hierbei betrug das Volumen der einzelnen Proben jeweils 20ul wobei im Zelllysat jeweils bis
zu 500ug Protein enthalten waren. Anschlieffend wurden die Proben fiir 5min bei 95°C
denaturiert, zentrifugiert und auf Eis gestellt, bevor sie dann in die Gelkammern appliziert
wurden (siehe Tab. 3.3). Als Marker (M) diente der Page Ruler™ Prestained Protein Ladder,
wovon 4ul mit 16pl 1xLP in die Tasche gegeben wurden. Freie Taschen wurden mit 20pl
1x Ladepuffer (LP) befiillt, um ein gleichmaRiges Wandern der lonen im Gel gewéhrleisten zu
kdnnen. Nach Befiillen der Taschen wurde fiir 15min zu Beginn eine Spannung von 80V
angelegt, damit sich die Proteine im Sammelgel gleichmallig aufkonzentrieren konnten.
AnschlieRend erfolgte die Auftrennung der Proteine im Trenngel bei 130V fir ca. 100 min.

Tabelle 3.3: Beladungsschema der Taschen fiir die SDS-PAGE
Abkiirzungen: 1x Ladepuffer (LP), Marker (M), Kontrolle (CON), VER155008 (VER)

Tasche | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CON VER CON VER CON  VER
Inhalt LP M 24h  24h  4sh  4sh  72h 72 -F LP

3.3.4 Western Blotting, Immunfarbung und Detektion

Um die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteingemische einer weiteren Analyse
zuganglich zu machen, wurden sie durch das Western Blotting Verfahren auf eine
adsorbierende Membran Ubertragen. Hierflir wurde eine Nitrozellulosemembran
verwendet, welche Proteine durch hydrophobe Wechselwirkungen bindet und sie fir
Protein- und Immunfarbungen gut verfligbar macht. Als Blotsystem diente der Semi-Dry-
Blot, bei dem die Nitrozellulosemembran mit dem darauf liegenden Polyacrylamid-Gel von
jeweils vier Lagen Filterpapier umschlossen wurden, welche in Transferpuffer getrankt
waren. Geblottet wurde im Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell fir eine Stunde mit einer
Stromstirke von 0,06A pro Membran. Im Anschluss folgte zur Uberpriifung des
Proteintransfers eine Darstellung der Proteinbanden mittels Ponceau-S-Farbelésung. Die
Membranen wurden anschliefend mittels 1x TBS-T wieder entfdrbt und fur 1-3 Stunden auf
dem 4°C-Invertierer blockiert. Durch den Block wurden die freien Bindungsstellen der
Nitrozellulosemembran besetzt. Nach erfolgtem Block wurden die Membranen einmalig mit
1x TBS-T gewaschen und anschlieRend Gber Nacht mit den primaren Antikérpern, gel6st in
AK-L6sung in entsprechender Verdiinnung im 4°C-Invertierer inkubiert.
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Die Immunfarbung mittels primarer und sekundarer Antikorper dient der Detektion und
Darstellung spezifischer Proteine. Der priméare Antikoérper (bspw. Anti-HSP70) bindet hierbei
durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion an ein spezifisches Protein (bspw. HSP70) auf der
Nitrozellulosemembran. Der enzymgekoppelte sekundare Antikorper (bspw. anti-rat) bindet
wiederum am primdren Antikdrper und kann durch eine biochemische Reaktion der
Detektionslosung nachgewiesen werden. Nach erfolgter Inkubation mit dem priméaren
Antikérper wurden die Membranen am nachsten Tag dreimal fir 5min mit 1x TBS-T
gewaschen, um Uberschiissigen Antikorper abzunehmen. AnschlieBend wurden die
Membranen fir 1 Stunde mit dem sekunddren Antikorper, gelést in 1x Roti-Block im
Verhdltnis 1:5000 (1pl AK in 5ml 1x Roti-Block) auf dem 4°C-Invertierer inkubiert.

AnschlieRend erfolgte erneut ein dreimaliger Waschschritt mit 1x TBS-T fir jeweils 5min.

Als Detektionsloung wurde SuperSignal® West Dura Losung verwendet, welche in gleichen
Teilen (je 100—300ul von Solution A & B) fiir 3-5min liber die Membran gegeben wurde. Die
Detektion erfolgte mittels Densitometrie im ChemiDoc XRS+ mit einer Expositionszeit
zwischen 10sec und 1h, abhadngig vom detektierten Protein. Die detektierten Signale wurden
mittels Image Lab™ Software Version 3.0 quantifiziert. Nach abgeschlossener Detektion
wurden die Membranen einmalig in 1x TBS-T gewaschen und erneut im 1x Roti-Block fiir 1
Stunde auf dem 4°C-Invertierer invertiert. Nach erfolgter Blockierung und einem erneuten
Waschschritt mit 1x TBS-T wurden die Membranen Uber Nacht mit dem neuen primaren
Antikoérper inkubiert. Nach maximal drei Detektions-Wiederholungen wurden die
Membranen zuletzt mittels anti-GAPDH-AK auf das Housekeeping-Protein GAPDH detektiert.
GAPDH diente in diesen Versuchen als Referenz und Ladungskontrolle der Western Blots.
Aus Zellkulturansdtzen von PC-3- und LNCaP-Zellen wurden Proteinanalysen von HSP27,

HSP40, HSP60, HOP, HSP70, HSP90a, HSP90R und AR durchgefihrt.

-26-



3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit Microsoft® Excel 2010. Alle Experimente wurden
mit dem ungepaarten Student’s t-Test ausgewertet und statistische Signifikanz mit

p<0,05 (*) p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.

Die Abbildungen der Daten stellen reprasentative Ergebnisse oder Mittelwerte mit
zugehoriger Standardabweichung, angegeben in MW1SD dar. Wenn in der
Abbildungsunterschrift nicht anders beschrieben stellen die Ergebnisse die Auswertung von
mindestens finf unabhdngigen Versuchen dar (n=5). Die Abbildungen wurden mittels

Microsoft® Excel 2010 und Microsoft® PowerPoint 2010 erstellt.

Bei den Western Blots diente zur Quantifizierung der Signale GAPDH als Ladekontrolle. Die
jeweiligen untersuchten Proteinsignale wurden auf die GAPDH-Ladekontrolle als

Referenzprotein normiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Bestimmung des halbmaximalen inhibitorischen Effekts (ICso)

von VER155008 auf PCa-Zellen

Die Behandlung der PCa-Zellen der PC-3- und LNCaP-Zellkulturen mittels VER155008 zeigte
einen konzentrationsabhangigen, wachstumsinhibierenden Effekt. Zur Bestimmung der ICso
wurden bei PC-3-Zellen Konzentrationen zwischen 0,1-30uM VER155008 und bei LNCaP-
Zellen Wirkstoffkonzentrationen von 1-50uM getestet. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) beschreibt den halbmaximalen Effekt eines Wirkstoffes in vitro und gibt
somit Auskunft (iber dessen Wirkstarke. Die ICso wurde mittels Dosis-Wirkungs-Kurven
ermittelt, bei denen das Zellwachstum der VER155008-Wirkstoffgruppe mit der DMSO-

Kontrollgruppe in Wachstumskinetik-Kurven verglichen wurde.

Fiir die PC-3-Zelllinie konnte eine ICsp von 3uM VER155008 ermittelt werden, welche im
Vergleich zu Konzentrationen von 1uM und 15uM ein ndherungsweise 50%iges Wachstum
der PC-3-Zellen unter reiner DMSO-Behandlung bewirkte (siehe Abb. 4.1 A). Nach 72h
Inkubationszeit mit VER155008 zeigt sich hierbei eine durchschnittliche Zellzahl von 0,4x10°
Zellen, wobei die Kontrollgruppe bei 0,8x10° Zellen lag. Die Zellzahlentwicklung der
Kontrollgruppe, die lediglich mit dem Losungsmittel DMSO behandelt wurde, zeigte ein
anndhernd exponentielles Wachstum. Die Auswirkung des Wachstums durch VER155008 im
Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe zeigte zu allen gemessenen Zeitpunkten eine statistisch

signifikante Inhibition (p<0,001).

Im LNCaP-Zellkulturmodell wurde mittels Proliferationsassay eine ICso von 10uM VER155008
ermittelt, welche im Vergleich zu Wirkstoffkonzentrationen von 5uM und 20uM ein
halbmaximales Wachstum der Zellen unter reiner DMSO-Behandlung zeigte. Nach 72h
Inkubationszeit mit VER155008 gelost in DMSO bzw. reinem DMSO-Losungsmittel lag die
Zellzahl bei 0,6x10° bzw. 0,4x10° respektive, wobei erneut ein statistisch signifikanter
Unterschied (p<0,001) ermittelt wurde (siehe Abb. 4.1 B). Auch bei LNCaP-Zellen zeigt die

Kontrollgruppe unter DMSO-Behandlung ein exponentielles Wachstum.
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Abbildung 4.1: Wachstumskinetik von PC-3- und LNCaP-Zellen unter VER155008-Behandlung.
Inhibition von PC-3- (A) und LNCaP-Zellen (B) in Anwesenheit von 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP)
VER155008, geldst in DMSO. Die Kontrollgruppe wurde ausschliefSlich mit DMSO behandelt. Die
Zellzahlen wurden iiber einen Zeitraum von 144h bestimmt und alle 24h gemessen. Die Ergebnisse
stammen aus mind. 5 unabhdngigen Experimenten und wurden als Mittelwert +SD der absoluten
Zellzahl dargestellt. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test ausgewertet und statistische
Signifikanz mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.

4.2 Proteinanalyse der Hitzeschockproteine (HSPs) in LNCaP- und
PC-3-Zellen unter VER155008-Inkubation

Hitzeschockprotein HSP27

Unter VER155008-Behandlung zeigte sich in beiden Zelllinien eine signifikante Suppression
der Expression des zytoprotektiven HSP27. PC-3-Zellen zeigten zu allen Zeitpunkten eine
hoch signifikante Abnahme um ca. ein Drittel der relativen HSP27-Expression unter
Wirkstoffbehandlung im Vergleich zum Kontrollansatz (24h: 0,26 + 0,29 p=0,0004; 48h:
0,41 £ 0,33 p=0,0000; 72h: 0,32 *+ 0,26 p=0,0000) (siehe Abb. 4.2 A+B). Ein dhnliches und
statistisch signifikantes Bild zeigte sich im Ansatz der LNCaP-Zellen bis zu einem Zeitpunkt
von 48h mit einer Suppression von HSP27. Nach 72-stlindiger Behandlung mit VER155008
stieg die relative Expression von HSP27 leicht an, was jedoch keine statistische Signifikanz
erreichte (24h: 0,46 10,28 p=0,0000; 48h: 0,61 +0,28 p=0,0006; 72h: 1,32 +0,62 p=0,1141)
(siehe Abb. 4.2 C+D).
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Abbildung 4.2: Western Blot Analysen von HSP27 in PC-3- und LNCaP-Zellen unter
VER155008-Behandlung.

PC-3- (A+B) und LNCaP-Zellen (C+D) inkubiert mit 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP) VER155008, gelést
in DMSO (iber einen Zeitraum von 72h. Die Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefslich mit DMSO
behandelt. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von mindestens fiinf unabhéngigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +SD der relativen Expression von HSP27, normiert auf die
DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test ausgewertet und
statistische Signifikanz mit p<0,05 (*) p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.
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Hitzeschockprotein HSP40

Die HSP40-Proteinanalyse zeigte sowohl bei PC-3- als auch bei LNCaP-Zellen keine signifikant
gednderte HSP40-Expression bei Behandlung mit VER155008 im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle (siehe Abb. 4.3 A+B). Bei PC-3-Zellen wurden (iber einem Zeitraum von 72h eine
relative HSP40-Expression von 0,88 +0,32 bis 1,10 0,47 festgestellt. Im LNCaP-Ansatz
schwankte die relative HSP40-Expression dhnlich zwischen 0,80 +0,46 und 1,12 +0,59 (siehe
Abb. 4.3 C+D).
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Abbildung 4.3: Western Blot Analysen von HSP40 in PC-3- und LNCaP-Zellen unter
VER155008-Behandlung.

PC-3- (A+B) und LNCaP-Zellen (C+D) inkubiert mit 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP) VER155008, gelést
in DMSO liber einen Zeitraum von 72h. Die Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefSlich mit DMSO
behandelt. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von mindestens fiinf unabhdngigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +SD der relativen Expression von HSP40, normiert auf die
DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test ausgewertet und
statistische Signifikanz mit p<0,05 (*) p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.
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Hitzeschockprotein HSP60

Eine Behandlung mit VER155008 bewirkte in beiden Tumorzelllinien keine signifikante
Anderung der relativen HSP60 Expression innerhalb von 72h. In PC-3-Zellen schwankte die
HSP60 Expression von 0,73 +0,40 bis 1,24 +0,78 im Vergleich zum Kontrollansatz (siehe Abb.
4.4 A+B). Die Ansatze der LNCaP-Zellen zeigten ein vergleichbares Bild mit HSP60-
Expressionswerten von 0,72 +0,48 bis 1,29 £0,57 innerhalb des Inkubationszeitraumes von

72h (siehe Abb. 4.4 C+D).
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Abbildung 4.4: Western Blot Analysen von HSP60 in PC-3- und LNCaP-Zellen unter
VER155008-Behandlung.

PC-3- (A+B) und LNCaP-Zellen (C+D) inkubiert mit 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP) VER155008, geldst
in DMSO liber einen Zeitraum von 72h. Die Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefSlich mit DMSO
behandelt. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von mindestens sechs
unabhdéngigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +SD der relativen Expression von HSP6O,
normiert auf die DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test
ausgewertet und statistische Signifikanz mit p<0,05 (*) p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.
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HSP70/HSP90-organising-protein (HOP)

Die Proteinanalyse zeigte sowohl bei PC-3- als auch bei LNCaP-Zellen eine signifikante
Suppression der HOP-Expression unter VER155008-Behandlung. In PC-3-Zellen sank die
relative HOP-Expression nach Wirkstoffbehandlung zu allen Zeitpunkten gleichbleibend (24h:
0,81 +0,24 p=0,0382; 48h: 0,81 +0,21 p=0,0113; 72h: 0,88 +0,39 p=0,5241) (siehe Abb. 4.5
A+B). Die relative HOP-Expression in LNCaP-Zellen zeigte hingegen innerhalb von 72h einen
aufsteigenden Verlauf mit einer beginnenden Suppression und einer finalen Induktion bei
signifikanten Unterschieden zur Kontrollgruppe (CON) zu allen Zeitpunkten (24h: 0,64 +0,33
p=0,0149; 48h: 0,79 £0,16 p=0,0035; 72h: 1,29 +0,27 p=0,0231) (siehe Abb. 4.5 C+D).
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Abbildung 4.5: Western Blot Analysen von HOP in PC-3- und LNCaP-Zellen unter
VER155008-Behandlung.
PC-3- (A+B) und LNCaP-Zellen (C+D) inkubiert mit 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP) VER155008, geldst
in DMSO iiber einen Zeitraum von 72h. Die Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefSlich mit DMSO
behandelt. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von mindestens fiinf unabhdngigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +SD der relativen Expression von HOP, normiert auf die
DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test ausgewertet und
statistische Signifikanz mit p<0,05 (*) p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.
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Hitzeschockprotein HSP70

Eine Behandlung mit dem HSP70-Inhibitor VER155008 hatte auf die Expression von HSP70 in
beiden untersuchten PCa-Zelllinien wenig Einfluss. In PC-3-Zellen konnte innerhalb von 72h
keine signifikante Anderung des HSP70 festgestellt werden (24h: 0,87 +0,21 p=0,0915;
48h: 1,04 +0,47 p=0,8036; 72h: 1,04 +0,34 p=0,7575) (siehe Abb. 4.6 A+B). In LNCaP-Zellen
stieg die Expression langsam an, woraufhin bei 72h eine signifikante Induktion der HSP70
Expression gemessen wurde (24h: 0,98 +0,20 p=0,7438; 48h: 1,06 10,18 p=0,3551;
72h: 1,27 +0,31 p=0,0209) (siehe Abb. 4.6 A+B).
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Abbildung 4.6: Western Blot Analysen von HSP70 in PC-3- und LNCaP-Zellen unter
VER155008-Behandlung.

PC-3- (A+B) und LNCaP-Zellen (C+D) inkubiert mit 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP) VER155008, gelést
in DMSO iiber einen Zeitraum von 72h. Die Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefSlich mit DMSO
behandelt. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von mindestens acht unabhdngigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +SD der relativen Expression von HSP70, normiert auf die
DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test ausgewertet und
statistische Signifikanz mit p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.
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Hitzeschockprotein HSP90a

Die HSP90a-Proteinanalyse zeigte bei PC-3- und LNCaP-Zellen unterschiedliche Tendenzen,
die jedoch keine statistische Signifikanz aufzeigten. In PC-3-Zellen bewirkte die VER155008-
Behandlung eine leichte Suppression der HSP90a Expression innerhalb von 72h (24h:
0,91 +0,46 p=0,5427; 48h: 0,82 +0,43 p=0,2347; 72h: 0,77 £0,39 p=0,0639) (siehe Abb. 4.7
A+B). In LNCaP-Zellen wurde zunichst zu Beginn bei 24h die Expression von HSP90a leicht
supprimiert, woraufhin sie bei 48h und 72h anstieg und eine Induktion erkennen lielR (24h:

0,75 £0,52 p=0,2544; 48h: 1,15 +0,53 p=0,03964 72h: 1,36 £0,61 p=0,0751) (Abb. 4.7 C+D).
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Abbildung 4.7: Western Blot Analysen von HSP90a in PC-3- und LNCaP-Zellen unter
VER155008-Behandlung.

PC-3- (A+B) und LNCaP-Zellen (C+D) inkubiert mit 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP) VER155008, geldst
in DMSO iiber einen Zeitraum von 72h. Die Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefSlich mit DMSO
behandelt. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von mindestens acht unabhdngigen
Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +SD der relativen Expression von HSP90a, normiert auf
die DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test ausgewertet und
statistische Signifikanz mit p<0,05 (*) p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.
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Hitzeschockprotein HSP90R

Die Behandlung mit VER155008 scheint bei LNCaP- und PC-3-Zellen einen unterschiedlichen
Einfluss auf die Expression von HSP90R zu haben. PC-3-Zellen zeigten bei
Wirkstoffbehandlung sinkende HSP90OR-Level. Nach 48h sank die Suppression von HSP90R
auf statistisch signifikant verdanderte Werte ab und blieb auch bei 72h signifikant erniedrigt
(24h: 0,81 £0,49 p=0,3154; 48h: 0,54 +0,45 p=0,0045; 72h: 0,62 +0,40 p=0,0034) (siehe Abb.
4.8 A+B). Der LNCaP-Ansatz zeigte direkt zu Beginn bei 24h und 48h eine signifikante
Suppression der HSP90R-Expression, die jedoch nach 72h statistisch signifikant anstieg und
eine HSP90R Induktion erkennen liel (24h: 0,53 +0,37 p=0,0028; 48h: 0,55 +0,30 p=0,0002;
72h: 1,52 0,73 p=0,0281) (siehe Abb. 4.8 C+D). Die Tendenzen der jeweiligen Zelllinien

waren bei den Proteinanalysen der Komplexpartner HSP90a und HSP90R dhnlich.
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Abbildung 4.8: Western Blot Analysen von HSP90RB in PC-3- und LNCaP-Zellen unter
VER155008-Behandlung.

PC-3- (A+B) und LNCaP-Zellen (C+D) inkubiert mit 3uM (PC-3) und 10uM (LNCaP) VER155008, gelést
in DMSO (iber einen Zeitraum von 72h. Die Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefSlich mit DMSO
behandelt. Western Blot Analyse (A+C) und Quantifizierung (B+D) von mindestens sieben
unabhdngigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte +SD der relativen Expression von HSP90S,
normiert auf die DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente wurden mit dem Student’s t-Test
ausgewertet und statistische Signifikanz mit p<0,05 (*) p<0,01 (**) und p<0,001 (***) angenommen.
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4.3 Proteinanalyse des Androgenrezeptors AR in LNCaP-Zellen

unter VER155008-Inkubation
Androgenrezeptor AR

Der AR spielt sowohl im gesunden Prostatagewebe als auch im PCa eine wichtige Rolle in der
Proliferation des Gewebes, die unter anderem durch DHT und Testosteron aktiviert wird.
Eine Behandlung mit VER155008 bewirkte bei AR-positiven LNCaP-Zellen zu allen
untersuchten Zeitpunkten eine Suppression der AR-Expression. Bei 48h, sowie bei 72h
Inkubationszeit zeigte die Suppression des Androgenrezeptors statistisch signifikante Werte
mit einer Reduktion um ca. ein Drittel im Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe
(24h: 0,77 £0,51 p=0,4058; 48h: 0,64 +0,34 p=0,0104; 72h: 0,66 10,24 p=0,0007) (siehe Abb.
4.9 A+B). Eine Proteinanalyse des AR bei AR-negativen PC-3-Zellen zeigte erwartungsgemal

keinen Nachweis des Steroidhormonrezeptors.
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Abbildung 4.9: Western Blot Analysen des AR in LNCaP-Zellen unter VER155008-Behandlung.
LNCaP-Zellen (A+B) inkubiert mit 10uM VER155008, geldst in DMSO (iber einen Zeitraum von 72h. Die
Kontrollgruppe (CON) wurde ausschliefSlich mit DMSO behandelt. Western Blot Analyse (A) und
Quantifizierung (B) von mindestens fiinf unabhdngigen Experimenten. Dargestellt sind Mittelwerte
+SD der relativen Expression von AR, normiert auf die DMSO-Kontrolle (CON)=1,0. Alle Experimente
wurden mit dem Student’s t-Test ausgewertet und statistische Signifikanz mit p<0,05 (*) p<0,01 (**)
und p<0,001 (***) angenommen.
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5 Diskussion

Durch die Entwicklung neuer Wirkstoffe fiir die Therapie des CRPC und des metastasierten
CRPC konnte die durchschnittliche Uberlebenszeit der betroffenen Patienten bereits
verlangert werden, jedoch zeigte sich auch hier ein weiterer Progress im zeitlichen Verlauf
der Therapie. Zugelassene Wirkstoffe zielen auf das weitere Absinken des Hormonlevels
bzw. die Hemmung der AR-Aktivierung und damit auf androgenrezeptorabhingige
Signalwege ab (bspw. Abirateron, Enzalutamid). Auf der Suche nach neuen Zielstrukturen
der antiproliferativen Therapie scheinen Hitzeschockproteine eine wichtige Rolle zu
spielen’>1618 HSPs liegen in einer Vielzahl von Tumorentititen signifikant vermehrt vor®>.
Speziell HSP70 und HSP90 zeigen im PCa onkogene Effekte wie Apoptoseinhibition,
Zellzyklusmodulation, AR-Transkription und Proteinstabilitdt*>63,  Knock-Out-M&use
zeigten, dass HSP70 entbehrlich fiir normales Gewebe ist*! und ein Silencing von HSP70
einen zytotoxischen Effekt auf Krebszellen, aber nicht auf normale Zellen hat>>. Somit kénnte
eine Modulation der HSP70-Funktion die Vitalitdit von Tumorgewebe beeintrachtigen und
gesundes Gewebe gleichzeitig unbeeinflusst lassen®. Ein Erklarungsansatz fir die verstarkte
Abhangigkeit der Tumorzellen von HSPs liegt in einer gestorten Homdostase des Proteoms
der entarteten Zellen*4’. In Tumorzellen herrscht ein erhdhter proteotoxischer Stress durch
eine gesteigerte Menge an ungefalteten, toxischen Proteinen, die in der Zelle aggregieren.
Dadurch steigt der Bedarf an Chaperonen, somit auch an HSPs, welche die korrekte
Proteinfaltung und die proteasomale Degradation von aggregierten Proteinen fordern’.
Gesunde Zellen sind einem solchen intrinsischen Stress normalerweise nicht ausgesetzt,
weshalb sie weniger abhingig von HSPs sind als entartete Zellen**#’. Eine
pharmakokinetische in-vivo Studie an Mausen zeigte, dass bei intravendser Applikation die
Halbwertszeit von VER155008 im Tumorgewebe hoher lag als im Plasma, was auf eine
weitere spezifische Wirkung bzw. eine Akkumulation im Tumorgewebe hinweist®2.
Zusammenfassend ldsst die Inhibition von HSP70 durch VER155008 somit auf eine

vielversprechende Strategie der Tumortherapie hoffen.

Herauszufinden ist, inwieweit VER155008 als ATP-Analogon eine Selektivitat fir HSP70 unter
den Isoformen des Hitzeschockproteins, sowie unter vielen anderen ATP-interagierenden
Proteinen besitzt. Die Phosphatgruppen des ATP-Molekiils stellen die wichtigsten

Bindungsstrukturen dar, um mit einer Vielzahl ATP-abhdngiger Proteine wie Kinasen und

-38 -



ATPasen zu kommunizieren®4%5, Innerhalb der ATPase-Familien, zu denen unter anderem
HSP70 und HSP90 gehoren, sowie selbst unter den Isoformen der jeweiligen Proteine zeigen
die ATP-Bindungsdomanen strukturelle Variabilitat>>®>%’, Die Betrachtung verschiedener
HSP70-Isoformen zeigt Homologien der ATP-Bindungsdoméanen von 70% (HSC70 verglichen
mit GRP78) bzw. 89% (HSP70 verglichen mit HSC70)%. Diese feinstrukturellen Unterschiede
der ATP-Bindungsdomanen konnen fir die Entwicklung spezifisch wirksamer Therapeutika
genutzt werden®8  Dije Struktur des HSP70-Inhibitors VER155008 enthilt keine
Phosphatgruppen und dhnelt ATP nur in der Ribose und in der Base (siehe Abb. 1.3 B).
VER155008 ldsst dadurch keine ubiquitdren unspezifischen Bindungen mit anderen ATP-

abhangigen Molekiilen vermuten.

Bindungsanalysen zeigten, dass VER155008 hoch spezifisch an die ATP-Bindungsstelle von
HSP70 bindet und es dabei die Substratbindungsstelle unbeeinflusst lasst>>°3, Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass VER155008 mit geringer Affinitat an HSC70 und noch weniger
an GRP78 bindet>?. Einer gleichzeitigen Inhibition von HSP70 und HSC70 werden
synergistische Effekte in der Beeintrachtigung der HSP90-Chaperonfunktion und der
Degradation der HSP90-Zielproteine zugeschrieben>>°”7%, Auch GRP78 spielt eine
prominente Rolle in der Tumorgenese des PCa, wo es ebenfalls (berexprimiert wird”™.
GRP78 gilt als Hauptkomponente der Chaperonfunktion im Endoplasmatischen Retikulum
(ER), indem es eine korrekte Proteinfaltung und die Degradation fehlgefalteter Proteine
vermittelt und als Regulator der ER-abhingigen Stressantwort agiert®®’2, Eine Interaktion
von HSP90R und VER155008 wurde erst bei sehr hohen Wirkstoffkonzentrationen
beobachtet, welche in behandelten Zellen in dieser Arbeit weit unterschritten wurden>?2
(siehe Abb. 1.3 A). Somit kann postuliert werden, dass eine direkte Interaktion von
VER155008 mit HSP90 durch unspezifische Bindungen einen vernachlassigbaren Einfluss in

diesem Versuchsaufbau hat.

Trotz moderner Strukturuntersuchungen kénnen Bindungsanalysen jedoch nicht in vollem
Ausmal den tatsachlichen Effekt der Interaktion von Molekiilen vorhersagen. Oftmals liegen
die in-vitro Effekte eines spezifischen Inhibitors héher als in Bindungsanalysen vorhergesagt
werden kann. Auch die tatsdchliche Inhibition der ATPase-Aktivitat von HSP70 durch

VER155008 liegt tiber 100-fach héher als die in Bindungsanalysen gemessene Affinitat>2.
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Durch diese eingeschrankte Vorhersagekraft ist eine in-vitro Charakterisierung eines

Wirkstoffes somit unabdingbar.

In Wachstumskinetiken zeigte sich ein konzentrationsabhdngiger wachstumsinhibierender
Effekt des Wirkstoffes VER155008 auf die Prostatakarzinomzellen PC-3 und LNCaP (siehe
Abb. 4.1). Zunachst wurde die I1Cso von VER155008 bei der Behandlung von PC-3- und LNCaP-
Zelllinien ermittelt. Orientierend an publizierten Untersuchungen zu VER155008 in Mamma-
und Kolonkarzinom-Zelllinien wurden Wirkstoffkonzentrationen von 0,1uM bis 50uM
getestet °273, Fiir AR-negative PC-3-Zellen ergab sich eine 1Cso von 3uM VER155008, bei den
hormonsensitiven LNCaP-Zellen lag die ICso mit 10uM etwas héher. Aus diesen Ergebnissen
lasst sich schlieRen, dass die Wachstumsinhibierung auch unabhangig des ARs vermittelt
werden muss, da die Proliferation sowohl von hormonsensitiven LNCaP-Zellen als auch von
AR-negativen und hormonresistenten PC-3-Zellen supprimiert wird. Beide Zelllinien lieRen in
der Wirkstoffgruppe ein statistisch signifikant vermindertes Wachstum erkennen, wahrend
die Kontrollgruppe ein exponentielles Wachstum zeigte. AnschlieRend durchgefiihrte
Experimente von Luise Zimmermann bestatigten die ermittelten ICso von PC-3 (3uM) und
LNCaP (10uM)’4. Die aktuelle Literatur beschreibt ICso Konzentrationen von 5,3-14,4uM bei
Mamma- und Kolonkarzinomzellen, welche somit ndherungsweise {ibereinstimmen>273,
LNCaP95-Zellen wurden in einer Veroffentlichung vom September 2017 mit 10uM bzw.
25uM VER155008 behandelt, hierbei jedoch keine ICso bestimmt?2.

Zielmolekil von VER155008 ist das Hitzeschockprotein 70. HSP70 ist an der
Aufrechterhaltung des Multi-Chaperonkomplexes um den AR beteiligt. VER155008, als ATP-
Abkommling, konkurriert um die ATP-Bindungsstelle am HSP70-Molekdl. Nach erfolgreicher
Substratfaltung durch HSP70 wird das Faltprodukt durch ATP-Hydrolyse und unter Mithilfe
von HSP40, HSP-BP1, Bagl und weiteren Co-Chaperonen freigesetzt'®7>, Bei einer Inhibition
von HSP70 durch VER155008 kann daher das Substrat nicht erfolgreich freigesetzt werden
und Interaktionen mit weiteren sog. ,client proteins’ sind eingeschrankt. Eine Blockierung
der ATP-Bindung durch VER155008 vermittelt eine Inhibition des HSP70-Molekils auf
Proteinebene und nicht auf transkriptioneller Ebene. Wie zu erwarten, zeigte eine
Behandlung von PC-3- und LNCaP-Zellen mit dem Wirkstoff folglich keine verdanderte
Expression von HSP70 im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Abb. 4.6). Diese Ergebnisse

verdeutlichen, dass VER155008 das im Zytosol vorkommende HSP70 direkt moduliert und
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nicht in die Expression des Zielmolekiils eingreift. Lediglich in LNCaP-Zellen zeigte sich bei
einem Inkubationszeitraum von 72h eine 1,2-fache Induktion der HSP70-Expression. Zu
erklaren wdre diese leichte Induktion zum Ende der beobachteten Inkubation mit einem
Gegenregulationsmechanismus der Zelle, welcher versucht die blockierte HSP70-Funktion

durch eine gesteigerte Expression von HSP70 auszugleichen.

HSPs liegen in einer Vielzahl von Tumorentititen signifikant erhdht vor®>. Auch HSP70 ist in
diversen epithelialen Tumoren (iberexprimiert, wie beispielsweise im PCa’®’’, im Mamma-
Ca’® und im Colon-Ca’. HSP70 unterliegt, wie auch verschiedene andere HSPs, der
transkriptionellen Kontrolle durch HSF-1, dem heat shock transcription factor-1'6. HSF-1
kann an die 5-Promotorregion der HSP-Gene binden und so eine Transkription der Proteine
vermitteln88l, Die Aktivierung des HFS-1 wird durch verschiedene Mechanismen reguliert.
Auch HSPs selbst kénnen die Aktivitdt von HSF-1 beeinflussen'®. Hierbei liegen HSP70 und
HSP90 in einem inaktiven Komplex mit HSF-1 im Zytosol vor. Bei zelluldrem Stress
dissoziieren die HSPs von HSF-1, welcher daraufhin in den Zellkern transloziert und dort als
Transkriptionsfaktor die Hitzeschock-Antwort induziert. Diverse HSPs, wie HSP27, HSP70 und
HSP90, werden vermehrt transkribiert und konnen so zum zelluldren Schutz durch ihre

Chaperonfunktion beitragen3® (siehe Abb. 5.1).

8 Abbildung 5.1: HSP-Antwort bei

E zelluldarem Stress. Zellulérer Stress

T 16st die Dissoziation des
HSP70/HSP90/HSF-1-Komplexes

) aus. HSF-1 transloziert in den

{} gf::;'sare' Zellkern, wo es die Hitzeschock-

Antwort induziert. Diverse HSPs

werden vermehrt exprimiert und

kénnen so zur Zellprotektion

Zellprotektion beitragen. HSP27 verhindert u.a.
il die Aggregation fehlgefalteter

U Proteine in der Zelle und vermittelt

die Komplexbildung mit HSP70 und
HSP90, welche unter Mithilfe von
Co-Chaperonen  zur  korrekten
Proteinfaltung beitragen.
Modifiziert nach McConnell et al. 3¢

JrsPa7)

induziert
Expression
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HSP70 fungiert nicht nur als Chaperon fiir fehlgefaltete Proteine, sondern kann auch
regulierend in zelluldre Signalwege eingreifen, wie beispielsweise zur Inhibition der
Apoptose und der onkogeninduzierten Seneszenz in Tumorzellen*!. HSP70 bt hierbei seine
antiapoptotische Funktion in verschiedenen Signalkaskaden aus®®. Im intrinsischen Weg kann
HSP70 (ber eine indirekte Blockierung der Bax-Aktivierung die Ausschiittung von
proapoptotischen Signalmolekilen, wie Cytochrom C, aus dem Mitochondrium
unterdriicken und somit eine stressinduzierte Apoptose verhindern®3. Auch im extrinsischen
Weg kann HSP70 die Apoptose unterdriicken, indem es die Assemblierung des DISC (death-
inducing  signaling complex) blockiert und somit die apoptoseeinleitende
Caspase-3-Aktivierung ausbleibt*. Eine Inhibition der HSP70-Aktivitét lasst eine vielschichte
Unterdriickung diverser zelluldrer Rettungsfunktionen schlussfolgern, die zu einer

verminderten Vitalitdt von Tumorzellen fihrt.

Die Arbeitsgruppe um M.Chatterjee konnten in Zellzyklusanalysen einen Zellzyklusarrest in
der G1-Phase bei der Behandlung von LNCaP-Zellen mit VER155008 feststellen, nicht jedoch
verdnderte Zellzyklen bei PC-3-Zellen®. Interessant ist nun, ob neben einem méglichen
Zellzyklusarrest auch eine Induktion der Apoptose bei Behandlung mit VER155008
festzustellen ist. Die Fragmentierung der DNA im Zellkern stellt hierbei einen wichtigen und
kennzeichnenden Schritt der Apoptose dar. Der TUNEL-Assay weist diese DNA-
Fragmentierung der Zellen nach und stellt somit eine Methode zum Nachweis der Induktion
von Apoptose dar®2. Unsere Arbeitsgruppe konnte in TUNEL-Assays eine signifikante
Apoptoseinduktion nach 24, 48 und 72h bei der Behandlung von LNCaP-Zellen mit
VER155008 nachweisen, nicht jedoch bei PC-3-Zellen®74, Eine weitere Methode stellt der
Nachweis von aktiven Caspasen dar, welche nur in apoptotischen Zellen zu finden sind®2. Im
Caspase-Assay zeigte sich eine signifikante Caspase-3/7-Spaltung in den gleichen
Zeitintervallen bei LNCaP-Zellen und zusatzlich nach 72 Stunden in PC-3-Zellen®. Hieraus
lasst sich eine antiapoptotische Funktion von HSP70 in caspaseabhdngigen
Apoptosesignalwegen ableiten. AR-positive LNCaP-Zellen scheinen eine hohere Sensitivitat
der HSP70-Inhibition durch VER155008 zu haben als AR-negative PC-3-Zellen. Eine dritte
angewandte Methode ist die Annexin V/PI-Farbung, welche eine Apoptoseinduktion auch
unabhangig der Caspase-Aktivierung nachweisen kann. Analysen der Zellviabilitdt mittels
Annexin V/PI-Farbung zeigten eine 10%-ige Apoptose-Induktion in PC-3-Zellen bei einer
Behandlung von VER155008 mit einer Wirkstoffkonzentration von 3uM (ICso) bzw. 10uM®°.
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In LNCaP-Zellen konnte bei einer Wirkstoffkonzentration von 10uM (ICsp) eine deutlichere
Reduktion der Viabilitat um 40% gezeigt werden. Die Apoptose, die durch die Annexin V/PI-
Farbung ermittelt wurde, scheint aufgrund des geringen Apoptosenachweises im Caspase-
Assay in PC-3-Zellen somit vornehmlich caspaseunhabhdngig induziert zu sein. Eine
Erklarung der unterschiedlichen Auspragung der Apoptoseinduktion unter VER155008-
Behandlung kénnte in der Rolle des Tumorsuppressors p53 liegen. p53 ist in PC-3-Zellen
aufgrund einer Mutation funktionslos. In LNCaP-Zellen ist p53 hingegen funktionstiichtig und
kann in den Zellen seine proapoptotische Funktion ausfiihren. Entsprechend der
Erkenntnisse zeigten beide PCa-Zelllinien eine dosisabhidngige Reduktion des zelluldren
Metabolismus, welche bei LNCaP-Zellen stirker ausgepragt war®C. Dies ldsst erneut auf eine
hohere Sensitivitat der AR-positiven LNCaP-Zellen gegeniiber einer VER155008-Behandlung

im Vergleich zu AR-negativen PC-3-Zellen schliel3en.

HSP40, auch bekannt als DNAJ, gilt als Co-Chaperon von HSP70. Hierbei transferiert es
ungefaltete Proteine zu HSP70, stimuliert seine intrinsische ATP-ase Aktivitat und reguliert
somit unter anderem die HSP70-Funktion3®3’, Es sind tiber 41 Splicevarianten und Isoformen
von HSP40 bekannt, deren Rolle in Tumorzellen bisher jedoch nicht ausreichend
charakterisiert ist3®. Eine Behandlung der PCa-Zellen PC-3 und LNCaP mit VER155008 lieR in
dieser Arbeit keine statistisch signifikanten Auswirkungen auf die Expression von HSP40
erkennen (siehe Abb. 4.3). Ein weiteres HSP das in dieser Arbeit untersucht wurde ist der
Apoptosefaktor HSP60. Im Vergleich zu gesundem Prostatagewebe konnten bisher in
tumorésen Gewebe erhdéhte Level von HSP60 festgestellt werden38. Patienten mit
fortgeschrittenem PCa zeigten eine signifikante Korrelation zwischen der HSP60-Expression
und dem Tumorprogress®. In der Literatur wird HSP60 als Apoptosefaktor diskutiert, wobei
nicht abschlieRend geklart ist, ob er pro-34° oder antiapoptotische®3# Eigenschaften
besitzt. Auch in dieser Arbeit konnte keine Regulation der HSP60-Expression in PCa-Zellen

durch eine Behandlung mit VER155008 festgestellt werden (siehe Abb. 4.4).

Das letzte Co-Chaperon des AR-Multi-Chaperonkomplexes ist das HSP70/90-organising
protein HOP. Es gilt als direkter Aktivator des HSP90-Dimers und nimmt somit indirekt
Einfluss auf apoptotische Signalwege. Eine verminderte HOP-Funktion hat eine verminderte
HSP90-Funktion zur Folge. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation mit

VER155008 von PCa-Zellen eine Suppression der zellularen HOP-Levels zur Folge hat (siehe
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Abb. 4.5). In PC-3- und LNCaP-Zellen konnte eine statistisch signifikante Reduktion von HOP
in den ersten 48 Stunden gezeigt werden. Nach 72h steigt die HOP-Expression erneut an,

dhnlich dem Verlauf bei HSP90R, wofiir sich keine eindeutige Erklarung finden l&asst.

Als wichtiger Bindungspartner des AR im Mulit-Chaperonkomplex gilt HSP90, es ist flr den
Turnover und die Funktionalitdt des Rezeptors zustdandig. HSP90 kann weiter differenziert
werden in eine konsekutiv exprimierte HSP90RB-Isoform und eine induzierbare HSP90a-
Isoform®, welche in dieser Arbeit ebenfalls separat analysiert wurden. HSP90a zeigte unter
VER155008-Einfluss in keiner der beiden PCa-Zelllinien eine statistisch signifikante Anderung
der Expression (siehe Abb. 4.7). HSP9OR hingegen wurde in PC-3-Zellen sukzessive
supprimiert, bis auf statistisch signifikante Werte von ca. 50% im Vergleich zur
Kontrollgruppe (siehe Abb. 4.8). Auch in LNCaP-Zellen zeigt sich in den ersten 48h der
Inkubation eine statistisch signifikante Suppression um ca. die Halfte. Nach 72h wurde eine
Induktion von HSP90R in LNCaP-Zellen festgestellt, wobei die Standardabweichung sehr hoch
ist, was ein Artefakt nicht ausschlieRen lasst. Zusammenfassend ist jedoch der klare Trend zu
erkennen, dass die HSP70-Inhibition durch VER155008 zu einer verminderten Expression von
HSP90R in beiden PCa-Zelllinien fiihrt, nicht jedoch zu einer veranderten Expression von
HSP90a. HSP9IO0 ist nicht nur fir die Stabilitat, Konformation und zelluldre Lokalisation des
AR zustdndig, auch andere sog. HSP90-Zielproteine wie die bekannten Kinasen CDK4, C-RAF,
AKT und Her-2 zidhlen zu den Interaktionspartnern dieses Chaperons>>>>87, Auch Survivin
gehort zu den Bindungspartnern von HSP90, es ist im PCa haufig Gberexprimiert und fungiert
als ein proapoptotischer Faktor in Proliferations- und Apoptosesignalwegen®. Es konnte
zudem gezeigt werden, dass eine Inhibition von HSP90 die ubiquitinabhangige proteasomale
Degradation der HSP90-Zielproteine zur Folge hat8. Eine Schwiachung von HSP9O0 fiihrt somit
Uber weitere Bindungspartner zur Beeintrachtigung einer Vielzahl von Signalwegen, die fir
das Uberleben der Zelle essenziell sind. Die HSP90R-Isoform ist speziell im PCa noch nicht
ausfiihrlich charakterisiert worden, jedoch zeigt sich in anderen Entitaten eine Beteiligung an
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose. Eine Suppression von HSP90R in PCa-Zellen
zeigt durch diese Interaktionen eine weitere Erklarung des verminderten Zellwachstums

beider PCa-Zelllinien unter VER155008-Behandlung auf.

Der Androgenrezeptor (AR) gilt als wichtigster Proliferationsfaktor des PCa. Er wird u.a.

durch Dihydrotestosteron und Testosteron an der Plasmamenbran aktivert, transloziert
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unter Bindung an HSP27 in den Zellkern und agiert dort als Transkriptionsfaktor fiir AR-
regulierte Gene, beispielsweise das PSA. Seine Stabilitdt und Funktionalitat innerhalb der
Zelle wird durch einen Multi-Chaperonkomplex gewahrleistet, der aus interagierenden
Hitzeschockproteinen gebildet wird. Die Stérung des Multi-Chaperonkomplexes hat einen
verminderten Schutz und erhéhten Abbau des AR zur Folge. Der Multi-Chaperonkomplex
wird aus den in dieser Arbeit charakterisierten Hitzeschockproteinen HSP70, HSP90a/R,
HSP40, HSP60 und HOP gebildet. Hierbei interagieren HSP70 und HSP90a/R direkt mit dem
AR, HSP40, HSP60 und HOP dienen als Co-Chaperone.

In der Zelllinie LNCaP95, welche einen Abkémmling von LNCaP darstellt, wurde die
Regulation der AR-Expression durch HSP70 beschrieben??. Zwei verschiedene AR-Varianten,
AR-FL (full lenght) und AR-V7, eine Splice-Variante welche v.a. in enzalutamidresistenten
CRPC-Zellen zu finden ist, wurden hierbei untersucht. Die Transkription dieser AR-Varianten
wird durch das phosphorylierte Y-box binding protein 1 (YB-1) vermittelt, welches wiederum
durch HSP70 aktiviert wird. Dadurch kann HSP70 indirekt Einfluss auf die Transkription des
AR nehmen. AuBerdem wurde gezeigt, dass die Inhibition von HSP70 durch VER155008 eine
verminderte AR-Expression in LNCaP95-Zellen bewirkt. Auch in nativen LNCaP-Zellen wird
YB-1 als Transkriptionsfaktor von AR-FL beschrieben®. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Proteinanalysen von AR in LNCaP-Zellen unter VER155008-Behandlung zeigen eine statistisch
signifikante Reduktion des AR-Proteins um 40% im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 4.9).
Diese Ergebnisse stiitzen die These, dass auch in der PCa-Zelllinie LNCaP eine Regulation der
AR-Transkription durch HSP70 erfolgt und eine Inhibierung von HSP70 eine verminderte AR-
Transkription zur Folge hat. Diese Signalkaskade liefert eine Erklarung zur
wachstumsinhibierenden Wirkweise von VER155008 in hormonsensitiven PCa-Zellen. Bei
Western Blot-Analysen von hormonresistenten, AR-negativen PC-3-Zellen konnte
erwartungsgemaR kein AR nachgewiesen werden. Da die VER155008-Behandlung auch einen
wachstumshemmenden Effekt auf PC-3-Zellen hat, muss VER155008 demnach auch AR-

unabhangige Wirkweisen auf die Zellproliferation von PCa-Zellen haben.

VER155008 inhibiert nicht nur die Aktivitat von HSP70 sondern zeigte auch Auswirkungen
auf die Expression anderer Hitzeschockproteine. HSPs liegen in einer Vielzahl von
Tumorentitaten signifikant erhéht vor, womoglich aufgrund ihrer unabdingbaren Chaperon-

Funktion und einer stressabhidngigen transkriptionellen Regulation>*'. Hierbei unterliegen
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sie der Kontrolle durch HSF-1, welche die stressinduzierte vermehrte Expression von HSPs,

u.a. HSP27, vermitteln kann3® (siehe Abb. 5.1).

HSP27, im humanem PCa haufig Uberexprimiert, gilt als zytoprotektiver Faktor der
Tumorzellen®%!, Es wirkt antiapoptotisch, unter anderem durch Inhibierung der
caspaseabhangigen Apoptose und verhindert die Aggregation fehlgefalteter Proteine die sich
in der Zelle ansammeln®>3¢, Hohe HSP27-Level sind mit einer schlechten Prognose assoziiert
und gelten als negativer pradiktiver Marker fiir das PCa®>. Gesteigerte HSP27-
Expressionslevel korrelieren mit einem hoheren Gleason-Score, einem prognostischen
Parameter, der auf einer histologischen Beurteilung der Prostatadriisenmorphologie
beruht?>. Auch ein erhéhter Metastasierungsgrad geht mit hohen HSP27-Level einher33. PCa-
Zellen, die mit VER155008 behandelt wurden, zeigten eine statistisch signifikante
Suppression der HSP27-Expression (siehe Abb. 4.2). In PC-3-Zellen nahm die HSP27-
Expression um etwa 70% im Vergleich zur Kontrollgruppe ab, LNCaP-Zellen zeigten dagegen
eine etwas geringere Abnahme der Expression um 40-60%, welche nach 72h statistisch nicht
signifikant wieder anstieg. In beiden untersuchten PCa-Zelllinien ist eine unterschiedliche
Basalexpression von HSP27 beschrieben, welche bei LNCaP deutlich héher liegt als bei
PC-33*. Eine beginnende Suppression von HSP27 iber Proteininteraktionen durch
VER155008, die jedoch aufgrund der hohen Basalexpressionslevel keine langfristige
Auswirkung hat, konnte den steigenden Wert bei 72h erklaren. Zusammenfassend ist jedoch
ein inhibierender Effekt auf die HSP27-Expression beider PCa-Zelllinien durch Behandlung
mit VER155008 zu erkennen. Die Supprimierung von HSP27 geht folglich mit einer
verminderten Zytoprotektion einher, welche unter anderem den wachstumsinhibierenden
Effekt des Therapeutikums erklart. Auch eine verminderte Motilitdt der Tumorzellen wird in
diesem Zusammenhang vermutet. Der generelle Trend einer HSP27-Suppression durch
VER155008-Behandlung zeigt sich jedoch auch in Behandlungen mit den bereits
zugelassenen Therapeutika Abirateron, Cabazitaxel und Enzalutamid?®3°. Bei einer
Behandlung von PCa-Zellen mit Docetaxel wurden bereits erhéhte HSP27-Level beschrieben,
die als ein induzierter Resistenzmechanismus interpretiert wurden?®. Abirateron und
Enzalutamid sind bereits in der Sekundartherapie bei CRPC nach Docetaxel-Behandlung
zugelassen. Eine weitergehende molekularbiologische Charakterisierung konnte neben einer
Hemmung der Androgensynthese bzw. der AR-Aktivierung eine zusatzliche HSP27-

supprimierende Wirkung aufdecken. Einen weiteren Therapieansatz, bei dem HSP27 auf
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transkriptioneller Ebene hoch spezifisch reguliert wird, bietet das HSP27 antisense-
Oligonukleotid 0GX-427. 0GX-427 wird in Kombination mit Prednison nach
Androgendeprivationstherapie mittels Abirateron bei CRPC in einer klinischen Studie der
Phase Il (clinicaltrials.gov; NCT01120470) untersucht, Ergebnisse ausstehend. Somit liegt die
Vermutung nahe, dass auch VER155008 mit seiner HSP27-supprimierenden Wirkung ein

potenzielles neues Therapeutikum dieses fortgeschrittenen PCa-Stadiums darstellen konnte.

Die bisher diskutierten Ansatze zur Therapie des CRPC fokussieren sich auf die Inhibierung
einzelner HSPs. Dabei ist bekannt, dass ein Therapieansatz, der gegen mehrere HSPs
gleichzeitig gerichtet ist, das Risiko von chemotherapeutischen Resistenzentwicklungen
reduziert3®. Somit ist es naheliegend passende Aktionspartner zu identifizieren, auf die eine
Kombinationstherapie sinnvoll gerichtet werden kann. Die Proteinfaltung durch HSP90 kann
als finaler Schritt des ,protein folding pathway‘/ Proteinfaltungskaskade gesehen werden,
nachdem weitere HSPs aktiviert wurden, um die fehlgefalteten Proteine aufzunehmen und
zu transferieren. Hierbei zeigt sich, dass die HSP90-Chaperonfunktion in Tumorgewebe
maRgeblich von HSP70 anhiangig ist>’. Bisher wurde HSP90 in klinischen Studien erfolgreich
als therapeutisches Zielmolekil identifiziert. Allerdings wurde im Therapieverlauf mit 17-
AAG eine reaktiv gesteigerte Hitzeschockantwort und eine stark erhohte HSP70-Expression
beobachtet®?. Die HSP70-Induktion fiihrte hierbei zu einer Umgehung der Apoptoseinleitung
der Tumorzellen, was einen weiteren Tumorprogress durch die chemotherapeutische
Resistenzentwicklung zur Folge hatte®3. Eine zusitzliche Inhibition der HSP70-Funktion
kdnnte somit die bisherigen Limitationen der HSP90-blockierenden Therapie {iberbriicken
und einen neuen Ansatz zur Weiterentwicklung der CRPC-Therapie darstellen. Durch die
kombinierte Inhibition und das mehrstufige Eingreifen in Signalkaskaden kdnnten sich
einzelne therapeutische Effekte verstarken und synergistische Effekte erzielt werden, sowie
einer schnellen Chemoresistenz entgegen gesteuert werden. Der Effekt eines solchen dualen

Therapieansatzes wird bereits in verschiedenen Tumorentitdten untersucht.

Eine in-vitro Studie untersuchte den kombinatorischen Effekt von VER155008 und dem
HSP90-Inhibitor NVP-AUY992 im Multiplen Myelom®*. Die Kombinationstherapie zeigte eine
Zellviabilitdt von 25% im Vergleich zu 70% bzw. 75% bei alleiniger NVP-AUY992- bzw.
VER155008-Behandlung®. Hierbei wurde der HSP90-Inhibitor NVP-AUY922 in

Konzentrationen unterhalb der zuvor ermittelten 1Cso verwendet. Die Kombination beider
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Therapeutika zeigte synergistische Effekte, die eine Verstarkung der Wirkung der einzelnen
HSP-Inhibitoren bewirkte. Eine weitere in-vitro Studie zum Kolonkarzinom zeigte dhnliche
Ergebnisse®?. Hierbei wurde eine kombinierte Therapie von VER155008 mit dem HSP90-
Inhibitor VER82160 gewahlt. Unter einer Kombinationstherapie zeigten die Zellen ein um
80% reduziertes Uberleben im Vergleich zu 20% bei HSP90-Inhibition allein. Des Weiteren
konnte unter kombinierter HSP70-HSP90-Inhibition eine gesteigerte Caspase3/7-Aktivitat
gemessen werden, die als Indiz fir apoptotischer Vorgidnge dient®?. Die bisherigen
Erkenntnisse lassen auf vielversprechend vielseitige Einsatzgebiete von VER15508 in der

PCa-Tumortherapie und vor allem in kombinierten Therapieansatzen hoffen.
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6  Zusammenfassung

VER155008 konkurriert als ATP-Analogon um die Bindung an HSP70 und agiert hierbei als
spezifischer Inhibitor dieses Hitzeschockproteins. Bisherige Studien konnten einen
zytotoxischen Effekt von VER155008 auf verschiedene Tumorentitaten zeigen, die
vielfaltigen Wirkmechanismen bleiben bisher allerdings noch weitgehend ungeklart.
Hitzeschockproteine (HSPs) sind molekulare Chaperone, sie vermitteln korrekte Faltung,
Stabilisierung, Transport und Abbau von Proteinen, regulieren Transkriptionsfaktoren und
kdnnen auf Zellsignalkaskaden Einfluss nehmen. Diverse Tumorentitdten, wie auch das
Prostatakarzinom (PCa) zeigen eine gesteigerte HSP-Expression. HSPs tragen durch
antiapoptotische Effekte zur Proliferation, Invasion und Metastasierung des Tumors bei und

kdnnen Resistenzmechanismen gegeniiber Therapeutika im PCa vermitteln.

Diese Arbeit konnte zunadchst einen wachstumshemmenden, konzentrationsabhangigen
Effekt des HSP70-Inhibitors VER155008 auf die PCa-Zelllinien PC-3 und LNCaP nachweisen.
Geeignete Wirkstoffkonzentrationen, um einen halbmaximalen inhibitorischen Effekt (ICso)
zu erzielen wurden in PC-3-Zellen bei 3uM und LNCaP-Zellen bei 10uM VER155008 ermittelt.
Anschlieende Proteinanalysen zeigten eine Modulation der Expression verschiedener HSPs,
sowie des Androgenrezeptors (AR), einem zentralen Proliferationsfaktor des PCa, als
Reaktion auf die HSP70-Inhibition. Untersucht wurde die Expression von HSP27, HSP70,
HSP900a,/RB, sowie der Co-Chaperone HSP40, HSP60 und HOP und des AR. Die Expression von
HSP90R, dem Bindungspartner des AR im AR-Multi-Chaperonkomplex, sowie HOP, seinem
Co-Chaperon, wurde in beiden PCa-Zelllinien um bis zu 50% signifikant supprimiert.
Zusatzlich zeigt sich eine um bis zu 70% supprimierte Expression von HSP27 nach
VER155008-Behandlung beider PCa-Zelllinien im Vergleich zur Kontrolle. HSP27 ist ein
wichtiges zytoprotektives Chaperon, dessen vermehrte Expression mit Therapieresistenzen
gegenliber Docetaxel, sowie einer schlechten Prognose des PCa assoziiert wird. Es vermittelt
die Translokation des AR in den Zellkern und reguliert dadurch die proliferative Wirkung der
AR-Aktivierung. Die HSP70-Inhibierung zeigte zusatzlich eine signifikante Reduktion des AR
um 40% in LNCaP-Zellen.

VER155008 zeigt sich als effektiver Wachstumsinhibitor des Prostatakarzinoms, der sowohl
in der hormonsensitiven LNCaP-, als auch in der kastrationsresistenten PC-3-Zelllinie
antiproliferative Wirkung zeigt, die unter anderem durch eine Modulation der Expression
von Hitzeschockproteinen und des Androgenrezeptors vermittelt wird.
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7 Anhang

Tabelle 7.1: Stadieneinteilung des PCa anhand der TNM-Klassifikation nach IUCC’

Tumorstadium | Pathologie
nach TMN
T1 nicht tastbarer Tumor
Tla PCa in <5% d. Resektionsspahne nach TURP
Tlb PCa in >5% d. Resektionsspdhne nach TURP
Tlc Pca in Stanzbiospie bei nicht tastbarem Tumor
T2 tastbarer Tumor, auf Prostata beschrankt
T2a Befall von <50% eines Seitenlappens
T2b Befall von >50% eines Seitenlappens
T2c in beiden Seitenlappen vorkommend
T3 Tumor durchbricht Prostatakapsel
T3a Durchbruch durch Prostatakapsel oder
mikroskopische Infiltration des Harnblasenhalses
T3b Samenblaseninfiltration
T4 Infiltration von Nachbarorganen: Harnblase,
Rektum, SchlieBmuskel, Beckenwand
N Lymphknotenbefall
NO kein Lymphknotenbefall
N1 regionarer Lymphknotenbefall
M Vorliegen von Metastasen
M1la extraregiondre Lymphknoten-Metastasen
M1b Knochenmetastasen
Mlc weitere Fernmetastasen
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Abstract

Heat shock proteins (HSPs) are molecular chaperones that play a pivotal role
in correct folding, stabilization and intracellular transport of many client
proteins including those involved in oncogenesis. HSP70, which is frequently
overexpressed in prostate cancer (PCa), has been shown to critically contribute
to tumor cell survival, and might therefore represent a potential therapeutic
target. We treated both the androgen receptor (AR)-positive LNCaP and the
AR-negative PC-3 cell lines with the pharmacologic HSP70 inhibitor
VER155008. Although we observed antiproliferative effects and induction of
apoptosis upon HSP70 inhibition, the apoptotic effect was more pronounced in
AR-positive LNCaP cells. In addition, VER155008 treatment induced G1 cell
cycle arrest in LNCaP cells and decreased AR expression. Further analysis of the
HSP system by Western blot analysis revealed that expression of HSP27, HOP
and HSP90B was significantly inhibited by VER155008 treatment, whereas the
HSP40, HSP60, and HSP90a expression remained unchanged. Taken together,
VER155008 might serve as a novel therapeutic option in PCa patients
independent of the AR expression status.
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growth and progression depends on androgen hormones
like dihydrotestosterone, androgen deprivation therapy

Despite progress in the diagnosis and treatment of prostate
cancer (PCa), the most frequent malignancy and leading
cause of oncological mortality for men in developed
countries, the morbidity remains high. Thereby, the key
risk factors for PCa occurrence and progression include
genetic factors, increasing age and nutrition." As PCa
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(ADT) is a primarily potent treatment in patients with
advanced disease.? However, ADT resistance occurs in a
large number of patients within 2 to 3 years, is known as
incurable metastatic castration-resistant PCa (mCRPC),
and is associated with a poor prognosis.® Further targeting
of the androgen receptor (AR) axis using novel therapeutics
like abiraterone acetate and enzalutamide enhances
survival for a limited time but also leads to resistance®
emerging from the development of new substances.
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