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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Allgemeines zur klinischen Strahlenbiologie

Trotz der erheblichen Verbesserungen in der meadtien Versorgung und den dadurch
gestiegenen Uberlebenschancen sind Tumorerkrankungach den Herz-Kreislauf-

Erkrankungen die zweithaufigste Todesursache intdgbland. Fir die Behandlung von
Tumorerkrankungen stehen mehrere MoglichkeiterVaufigung, die als Monotherapie oder
in Kombination angewandt werden: die operative é&mnting des Tumors und des
umgebenden Gewebes, die Behandlung mit zytotoxmscimel zytostatischen Substanzen,
welche das unkontrollierte Wachstum und die Teiludgr Tumorzellen aufhalten

(Chemotherapie), sowie die gezielte und schonetrddl8ntherapie. Die Strahlentherapie ist
ein hochwirksames zytotoxisches Agens, das deneWdrat, nicht nur in der Dosis, sondern
auch zeitlich und raumlich exakt gesteuert werderkénnen. Diese etablierte onkologische
Therapieform nutzt die Wirkung der ionisierendenaBiung auf Menschen und Tiere, um
Tumorerkrankungen zu heilen oder deren Fortschireiieverzégern.

Die Erforschung der Strahlenwirkung ist einesentliche Grundlage der klinischen
Strahlenbiologie. Nach heutiger Kenntnis ist dieAbas wichtigste Ziel der ionisierenden
Strahlung, neben anderen zellularen StrukturenMaenbranen, Organellen und Proteinen.
Der Mechanismus der DNA-Schéadigung nach ionisiegen8trahlung (IR), wozu die
Rontgenstrahlung zahlt, beruht auf der lonisierdegWassermolekile in der Zelle. Dadurch
entstehen freie Radikale, bekannt als reaktive IStfeSpezies (ROS), die dann mit der
DNA interagieren und DNA-Schaden verursachen (elde Strahlenwirkung).
Teilchenstrahlung wiea- und B-Strahlung, sowie Protonen- und Neutronenstrahlung
interagieren direkt mit der DNA und schadigen siédirektem Weg. Dabei kbnnen mehrere
strahleninduzierte DNA-Schaden auftreten: Baseraha Einzelstrangbriiche (SSB),
Doppelstrangbriche (DSB) und DNA-Protein-Vernetamg

Die zellulare Antwort nach ionisierender Stualy ist in Abb. 1.1. zusammengefasst.
Die strahleninduzierten DNA-Schaden werden erkamtt nach Mdglichkeit repariert, um
das Uberleben der Zellen zu erméglichen. Die DNAvdatur wird durch das Anhalten des
Zellzyklus (Zellzyklusarrest) in der Regel untetstii Ubersteigen die DNA-Schaden die
Reparaturmaoglichkeiten, bleiben unreparierte DNAd&Ien zurlck. Diese fuhren zum
spateren Zelltod aufgrund von DNA-Verlust und Chosmmenaberrationen. Schwere

zellulare Schaden fuhren zum Zelltod unmittelbahnder Bestrahlung.
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Abb. 1.1. Zellulare Antwort nach ionisierender Strahlung. Die strahleninduzierten DNA-Schaden werden
erkannt und nach Mdglichkeit repariert. Um die DIR&paratur zu erméglichen, wird nach Bestrahlung der
Zellzyklus an den Checkpoints angehalten. Unrepari®NA-Schaden fihren zum Verlust der Teilungs-
fahigkeit und zum strahleninduzierten Zelltod. W&ifd ein Teil der Zellen durch friihe Apoptose odekfdse
nach der Bestrahlung abstirbt, bleiben die meiZtten morphologisch intakt und metabolisch aktind ueilen
sich sogar noch ein paar Mal weiter, bevor sie weB&A-Verlust und Chromosomenaberrationen an der
Zellteilung gehindert werden (Abb. modifiziert nashiloh 2003).

Die DNA-Schaden werden durch komplexe molaleul&lechanismen detektiert und

repariert. Dabei spielt die Phosphorylierung destéti-Variante H2AX eine entscheidende
Rolle bei der zellularen Antwort auf DNA-Schademe &t fur die Rekrutierung der DNA-
Reparaturproteine sowie fur die Aktivierung der CKpoint-Proteine, die den
Zellzyklusarrest regulieren, notwendig (zusammeaggfin Podhorecka et al. 2010).
Die Reparatur strahleninduzierter DNA-Schaden gtfohnerhalb nur weniger Stunden
mithilfe verschiedener DNA-Reparaturmechanismen.nfdehere DNA-Schaden wie
Einzelstrangbriche und Basenschdden werden miBasenexzisionsreparatur (BER)
beseitigt, wobei das DNA-Reparaturprotein PARP airghtige Rolle spielt (Los et al. 2002).
Fur komplexe DNA-Schaden wie die DNA-Kernproteinrdiedungen werden BER- und
DSB-Reparaturmechanismen kombiniert. Fir die Réparder strahleninduzierten DSB
kommen zwei mogliche Mechanismen in Frage (Abb.),1.8ie nicht homologe
Endverknipfung (NHEJ) und die homologe Rekombimat{blR), zusammengefasst von
Burdak-Rothkamm & Prise (2009).

Bei der NHEJ handelt es sich um den wichtigsEESB-Reparaturmechanismus bei

Saugetierzellen. Er basiert auf der Vereinigung tseschadigten DNA-Enden, unabhangig
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von der DNA-Sequenz, mithilfe verschiedener Repmesmizyme (zusammengefasst von
Cahill et al. 2006). Zuerst werden die beschadigddA-Enden mittels des Komplexes
KU70/KUBO/DNA-PK in rdumliche N&ahe gebracht und vé&mndonukleasen geschutzt.
Andere Reparaturproteine, wie die Exonuklease MRE4 Teil des MRN-Komplexes,
zusammen mit RAD50 und NBS1), entfernen absteh&miten und schaffen 3'OH-Enden,
damit die DNA-Polymerasen die Lucken auffillen kénnLetztendlich fugt DNA-Ligase IV
im Komplex mit XRCC4 die reparierten DNA-Enden ur¥erbrauch von ATP zusammen.

NHE! HR

¢ KU70/KUSO * MRN-Komplex

'. DNA-PK
+ XRCC4 * RAD52

DNA-Ligase IV RAD51/BRCA2
DNA-Polymerass
¢ ¢ DNA-Ligase
Resolvase
fehleranfallige Reparat fehleifreie ReparattL

Abb. 1.2. DNA-Doppelstrangbruch-Reparaturmechanismae. Dabei handelt es sich udie nicht homologe
Endverknipfung (NHEJ) und um die homologe RekontimngHR), wodurch die DNA-Schéaden fehleranfallig
bzw. fehlerfrei repariert werden. Die Abb. wurdeh®urdak-Rothkamm & Prise, 2009 modifiziert.

Wahrend die NHEJ-Reparatur fehleranfallig istndelt es sich bei der HR-Reparatur um
einen fehlerfreien Mechanismus. Dieser setzt hoggldoppelstrangige DNA-Abschnitte als
Matrize voraus, die aber nur wahrend der Replikaitioder S- und G2-Phase des Zellzyklus,
durch die unbeschédigten Schwesterchromatidenzérgéinglich sind. Auch in diesem Fall
werden zuerst die DSB erkannt und fur die nachSteritte vorbereitet: die beschadigten
DNA-Enden werden von Endonukleasen durch mehrenzelstrangbindende Proteine
geschutzt (RAD51, RAD52 und andere, die durch BRC&&utiert werden), anschlie3end
werden die abstehenden Enden von Exonukleasen M&sI-Komplex) entfernt und

3'OH-Enden geschaffen. Danach findet die Invasies entstandenen Nukleoproteins in das
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homologe Schwesterchromatid mithilfe von Helikaseie RAD54 statt, wodurch eine
fehlerfreie Reparatur der DNA-DSB ermdoglicht wiahill et al. 2006).

Damit die Zellen mehr Zeit fur die Reparater @NA-Schaden haben, kommt es in der
Regel nach der Bestrahlung zu einer dosisabhangigendgerung der Zellteilung durch
Zellzyklusarrest. Der Zellzyklusarrest wird durcie dModulierung der Schlisselproteine der
Zellzyklusmaschinerie, die Zyklin-abhangigen Kimag€DK), Uber mehrere unabhéngige
Mechanismen wie Assoziation mit Zyklinen, Phospheryng sowie Assoziation mit
spezifischen CDK-Inhibitoren erreicht (lliakis dt 2003). Eine wichtige Rolle spielen dabei
die Zellzyklus-Kontrollpunkte (Checkpoints), an @ender Zellzyklus angehalten werden
kann (Lukas et al. 2004; lliakis et al. 2003). &t/S- und der G2/M-Checkpoint sind in
Abb. 1.3 dargestellt.

CDC25 Aktiver
Komplex
CDK1
P Zyklin B
e . M
o S _/ - 16
P Zyklin B G2/M-Checkpoint 315
p18
l, CDK4, 6 I_ bio
G2 Zyklin D
G2-Arrest CDK1 E2F . y
it CDC25
Zyklin A \
G1/S-Checkpoint ‘) 21
\ CDK2 p27
p57
S pPRB Zyklin E
23
CDK2 0.’
.
i . E2F
Zyklin A N ../ =
Transkription von

S-Phase-Genen €————

Abb. 1.3. Zellzyklusregulation durch CDKs, Zykline und CDK-Inhibitoren. Das Fortschreiten des
Zellzyklus durch die distinkten Phasen (G1, S, @& i) wird Uber die CDKs gefordert, die positiv dar
Zykline oder CDC25, oder negativ durch CDKI-Inhdsién (p16, p15, p18, pl19, p21, p27, p57) regulierden
konnen. Die Kinasen CDK4 und CDK®6, assoziiert myklih D-Isoformen, sind zustéandig fir die Progressi
des Zellzyklus durch die G1-Phase. Die Assoziation Zyklin E aktiviert CDK2 am Ubergang zwischen G1
und S-Phase. Der Eintritt in die S-Phase wird idmr G1/S-Checkpoint kontrolliert. In Form von algiten
Zyklin-Kinase-Komplexen initieren CDK4, CDK6 undD&2 den Eintritt in die S-Phase, indem sie das RB-
Protein phosphorylieren. Die S-Phase ist reguiigrer den Zyklin A/CDK2-Komplex, wéhrend der Zyklin
A/CDK1-Komplex wichtig fur die Progression durcteds2-Phase ist. Am Ende der G2-Phase befindedsich
G2/M-Checkpoint. Wahrend der G2-Phase wird CDKXkiivagehalten. CDC25 aktiviert den Zyklin B/CDK1-
Komplex und ermdglicht den Eintritt in die M-Phaseodifiziert nach Shah & Schwartz 2001 und Pieté@po
Stewart 2002).
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Der G1-Checkpoint befindet sich am Ende defPBase und verhindert, dass die Zellen
trotz beschadigter DNA in die S-Phase uUbergehebeDspielen CDK4, CDK6 und CDK2,
assoziiert mit Zyklinen, sowie ein Transkriptionskaex, bestehend aus dem
Transkriptionsfaktor E2F-DP1, dem Retinoblastomtgno(RB) und anderen Proteinen, eine
wichtige Rolle. In Form von aktivierten Kinase-ZiykKomplexen initiieren die genannten
Kinasen die Progression des Zellzyklus durch die @il S-Phase, indem sie das RB-Protein
phosphorylieren. Die Phosphorylierung des RB-Pnstegrlaubt die Freisetzung aus dem
inhibierenden Komplex sowie die Translokation deangkriptionsfaktors E2F-DP1 in den
Zellkern, wodurch die Transkription der S-Phase-&etarunter Zyklin E, Zyklin A und
CDK1 sowie solche fur die DNA-Replikation, ermogliavird.

In Folge von DNA-Schaden kann der Zellzyklus &1-Checkpointangehalten werden
(G1-Arrest). Dabei werden die Checkpoint-KinasenMdTR und CHK1/CHK2 aktiviert,
welche ihrerseits zwei distinkte Checkpektftektoren, die CDC25A-Phosphatase und den
Transkriptionsfaktor p53, phosphorylieren (Lukasaket2004). Die CHK1/CHK2-vermittelte
Phosphorylierung der CDC25A-Phosphatase flihrt izaktivierung dieses Proteins, wodurch
die aktivierende Dephosphorylierung der CDK-ZyKiomplexe durch CDC25A entféllt.
Der ATM/CHK/CDC25A-Signalweg ist ein rapider Meclismus, welcher Uber post-
translationale Modifikationen der Effektorproteiaperiert, er kann aber den Zellzyklus nur
begrenzt anhalten. Der Signalweg Uber p53 ist eatigert, weil diesem zunéchst die
Expression und Akkumulation der Effektorproteineraws geht. Er wird durch die
Stabilisation und Akkumulation des p53-Proteinsuidrt. Dazu tragt die Phosphorylierung
von p53 durch ATM/ATR und CHK1/CHK2, sowie die Inafkerung der Ubiquitinligase
MDM2, welches normalerweise die rapide Degradatiea p53-Proteins gewahrleistet, bei.
Im Kern fuhrt p53 zur Transkription bestimmter CDitibitoren. Dieser Mechanismus kann
die transiente Inhibition der CDK-Zyklin-Komplexersetzen, wodurch ein anhaltender
Zellzyklusarrest erreicht wird. Mutationen im p5&iG die meistens die Inaktivierung des
Proteins verursachen, fihren zum Ausfall des p58telten Zellzyklusarrestes. Allerdings
kann der Zellzyklus weiterhin Gber den ATM/CHK/CD&2 Signalweg angehalten werden
(Lukas et al. 2004).

Der G2/M-Checkpoint befindet sich vor der Migound wird Uber CDK1 reguliert. In
Folge von DNA-Schaden werden ATM/ATR und CHK1/CHH&Riviert, wodurch ein akuter
Mechanismus, basierend auf der Phosphorylierung WWIDC25A, sowie distinkte
zeitverzogerte Mechanismen, zum Teil p53-vermijttghigeleitet werden (Lukas et al. 2004).

Anschliel3end wird der Zyklin-CDK1-Komplex inaktiviewas zum Anhalten des Zellzyklus
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vor der Mitose fuhrt. Dies verhindert die TeilungnvZellen mit beschadigter DNA und
erlaubt die Reparatur der DNA-Schaden. Ein Austids G2/M-Checkpoints fuhrt zu
aberranter Chromosomensegregation und Aneuplaidek aufgrund dessen zum Zelltod.

Sollten die DNA-Schaden die DNA-Raparaturkag@gazer Zellen Gberschreiten, bleiben
unreparierte oder falsch reparierte DNA-SchadericurDiese Restschaden sind fur die
biologische Wirkung der Bestrahlung zustandig, da isn Idealfall zum Verlust der
unbegrenzten Teilungsfahigkeit der Tumorzellen mmoh strahleninduzierten Zelltod fihren.
In Abb. 1.4 ist die Caspase-abhéngige Apoptoseedtetit als eine der meistuntersuchten
Signalwege, die zum Zelltod nach Bestrahlung fllk@men.

p53

%

pro-apoptotische
Mitglieder der BCL-2-
Familie (z. B. BAK, BAX)

anti-apoptotische
\L Mitglieder der BCL-2

-Familie
/ Mitochondrium

(z. B. BCL-2, BCL-XL)
Smac/Diablo \l/

Cytochrom C

%

Apoptosom

Caspase-9

IAP \l/
Caspase-3, -6, -7

%

Proteolytische Inaktivierung von PARP

Abb. 1.4. Mitochondrialer Signaltrasduktionsweg derCaspase-abhangigen Apoptos&ellschaden werden
Uber p53 oder p53-unabhangige Sensoren erkannyralodie Apoptose als mégliche Stressantwort e@itgl
wird. Dabei bilden die pro-apoptotischen Proteingreld in der Oberfliche der Mitochondrien, wodurch
mitochondriales Cytochrom C, sowie Smac/Diablodgtoplasma abgegeben werden. Smac/Diablo inhidiert
Apoptose-Inhibitoren (IAP). Durch das FreiwerdemvBytochrom C wird eine irreversible Signalkaskade
eingeleitet: Bildung des Apoptosoms und Aktivierudgr Initiator-Caspase 9, Aktivierung der Effektor-
Caspasen 3, 6 und 7 und anschlieend die protsaigtiInaktivierung diverser Zellkomponenten, dagunt
PARP. Die Apoptoseinduktion kann durch bestimmtechdmismen verhindert werden. Einerseits kann das
Freiwerden von Cytochrom C durch Interaktionen miti-apoptotischen Mitgliedern der BCL-2-Familie
inhibiert werden. Andererseits kénnen IAPs, danuiBarvivin, die Caspase-Aktivitat inhibieren (magiért
nach Dumont et al. 2009).
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Die Signalkaskade wird durch das Ausschleusen poptatischer Faktoren, wie Cytochrom
C aus Mitochondrien iniziiert, gefolgt von einer tAkerung der Cysteinyl-Aspartat-
spezifischen Proteasen (Caspasen) und endet miprdezolytischen Spaltung bestimmter
Substrate wie PARP, Lamin und Aktin. Der Caspagginbige Signalweg kann durch
Hitzeschock-proteine wie HSP90 und HSP70 (BeeretQfurch Survivin (Fortugno et al.
2003) sowie uber die anti-apoptotischen Signalttaksonswege RAS/RAF/MEK/ERK und
RAS/PI3K/ AKT reguliert werden (Hanahan & Weinb@@00).

Neben der Apoptose sind diverse Arten vontdelbekannt, die sich morphologisch und
molekularbiologisch voneinander unterscheiden. Brokund Kollegen unterscheiden
zwischen akzidentellem Zelltod (Nekrose) und prograertem Zelltod, wobei bei letzterem
zwischen Caspase-abhangigem Zelltod (Apoptose) Gadpase-unabhangigem Zelltod
differenziert wird (Broker et al. 2005). Okada uvldk unterscheiden zwischen apoptotischen
Signalwegen, darunter Caspase-abhangige und Caspalkangige Signalwege, sowie
nicht-apoptotische Signalwege, welche die SenesoiaNekrose, die Autophagie sowie den
bereits erwdhnten Mitosetod regulieren (Okada & NM@R4). Dabei ist der Mitosetod, auch
reproduktiver Zelltod genannt, verantwortlich fiandVerlust der Teilungsfahigkeit der Zellen
und nach heutigem Kenntnisstand der wichtigste Meidmus fur die Strahlenbiologie und

Strahlentherapie.

1.2. Neuartige molekulare Strategien fur die adjuvate Strahlentherapie

Die Effizienz der Bestrahlung als Monotherapie flumorerkrankungen ist durch die

Radiotoxizitdt auf gesundem Gewebe sowie durch Rielioresistenz der Tumoren bei

strahlentherapeutisch relevanten Dosen limitiegswegen gilt die Kombination zwischen

Bestrahlung und chemotherapeutischen Substanzdcheveorzugsweise die Radiotoxizitéat

der Tumorzellen verstarken (Radiosensibilisatorals),eine vielversprechende Strategie, um
die Tumortherapie zu verbessern (Oehler et al. 2B3¢hoff et al. 2009).

Die Reparatur der strahleninduzierten DNA-S@ma und die Inhibierung der
strahleninduzierten Apoptose sind die Hauptmechagmsder Tumorradioresistenz (Dumont
et al. 2009). Die zum Teil bekannten molekularermi§onenten, die diese Mechanismen
regulieren und bei der Radioresistenz der Tumoiage wichtige Rolle spielen, sind die
sogenannten Radioresistenz-assoziierte Proteiaalatier vielversprechende Targets fur die
Tumorradiosensibilisierung sind. Solche Zielprogesind in die DNA-Reparatur involviert
(z. B. ATM, DNA-PK, PARP), fur die Verzégerung dgellteilung durch Zellzyklusarrest
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zugunsten der DNA-Reparatur zustandig (z. B. CH#),das Wachstum und Uberleben der
Tumorzellen verantwortlich (z. B. EGFR, PI3K, AKT9der verhindern die Apoptose
(mutiertes p53-Protein, BCL-2, XIAP, Survivin, NdB). Diese Targets werden als potentielle
Radiosensibilisatoren erachtet und werden beneildimischen Studien evaluiert (Dumont et
al. 2009). Die Inhibition einzelner Zielmolekilerzdrhnéhung der Strahlenempfindlichkeit,
die man als Single-Target-Therapien bezeichnet, $iah jedoch als problematisch
herausgestellt. Tumorzellen sind meist in der Ladgn blockierten Zellsignalweg durch
alternative Signalwege zu umgehen und entwickelmitseeine Resistenz gegen das
spezifische Therapeutikum (Zhang & Burrows 2004).

Eine Multi-Target-Therapie kann alternativ asgtzt werden, um die Gefahr der
Resistenzbildung zu vermindern. Ziel der Multi-Tetr&trahlentherapie ist die gleichzeitige
Inhibierung multipler Radioresistenz-assoziierterot®ine und der damit verbundenen
Signalwege. Dadurch wird versucht, diejenigen Turalben zu sensibilisieren, bei denen die
Inhibition einzelner Targets keine Wirkung zeig&a(nphausen & Tofilon 2007). Zu diesem
Zweck konnen mehrere Single-Target-Therapien komatiimoder mittels eines einzigen
Hemmstoffs gleichzeitig mehrere Targets aus veesldnen zellularen Signal-
transduktionswegen inhibiert werden. Unter diesespekt bieten Schllisselproteine wie
Histondeacetylasen, p53 sowie das Hitzeschockprd6i (HSP90), welche die Funktion
vieler Proteine regulieren, einen besonderen Morta ihre Inhibierung die simultane
Unterbrechung vieler Signalwege ermdglicht und rekti eine Multi-Target-Therapie
darstellt. Im Folgenden wird die Bedeutung des HBEPfbteins als molekulares Target flur

die Radiosensibilisierung hervorgehoben.

1.3. HSP90 als molekulares Target fir die Radioseidisierung

Das Hitzeschockprotein mit einer molekularen Masse 90 kDa gehdort zur grof3en Familie
der Hitzeschockproteine. Viele der Hitzeschockpnatesind molekulare Chaperone, definiert
als Helferproteine, welche die post-translatiori@egulation anderer Proteine erméglichen,
ohne dabei ein Teil des Endproduktes zu werdenihegn Funktionen z&hlen die korrekte
Faltung der neusynthetisierten Polypeptidketten dneidimensionalen Proteinen, die
Aktivierung dieser Proteine, deren Transport duvidmbranen sowie deren proteolytischer
Abbau Uber das Ubiquitin-Proteasom-System (Whit&séindquist 2005). Viele Chaperone
sind konstitutiv exprimiert und fuir die Aufrechtattung des Proteinhaushalts unter normalen
Bedingungen zustandig. Urspriinglich wurden die édithockproteine im Zusammenhang
mit Hitzeschock als Stressfaktor entdeckt, daherM\tiame. Es ist mittlerweile bekannt, dass
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die Expression der Hitzeschockproteine unter zZalan Stressbedingungen als adaptiver
Prozess induziert wird, um die UberlebenschancenZéen unter proteindenaturierenden
Bedingungen zu erhdhen. Hierbei sind Hitzeschodkpre fur die Solubilisierung der
Proteinaggregate, sowie fur die Renaturierung @sclmédigten Proteine zustandig (Sarto et
al. 2000; Hartl 1996).

Es gibt mehrere Familien von Hitzeschockpregri die nach der molekularen Masse
klassifiziert werden, darunter die Familie der R Hitzeschockproteine, die Chaperonin-
Familie, sowie die HSP40-, HSP70-, HSP90- und H®MEdmilien. Die HSP90-Familie
besteht aus vier Mitgliedern, die in unterschidd#ic Zellkompartimenten aktiv sind (Chen et
al. 2005), wie in der Tabelle 1.1 ersichtlich ist.

Tabelle 1.1. Mitglieder der HSP90-Familie und ihrezellulare Lokalisation.

Mitglied Gen ID laut Entrez Gene Lokalisation
HSP90AAL; HSP9%® 3320 Zytoplasma
HSP90AB1; HSP9® 3326 Zytoplasma

GRP94 7184 endoplasmatisches Retikulum

TRAP1 10131 Mitochondrien

Das zytoplasmatische HSP90-Protein ist eieesreist untersuchten Hitzeschockproteine
aufgrund der Besonderheiten, die im Folgenden biegen werden. Es sind mittlerweile
zwei Versionen des zytoplasmatischen HSP90-Proteskannt, die in der Literatur als die
Isoformen oder Isomeren HSROONd HSP9P bezeichnet werden. Sie sind durch distinkte
Gene kodiert (siehe Tabelle 1.1), bestehen aberdauselben konservierten Domanen.
Allerdings weisen Unterschiede in der Aminosauraseq der HSP90-Isoformen auf
maogliche dafiur spezifische Funktionen hin (Sreedbaral. 2004). Wahrend HSH90
konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert wist, HSP9@. als die stressinduzierbare
Isoform bekannt (Chaudhury et al. 2006) und scha#ntvielen zellularen Prozessen beteiligt
zu sein: Zellzyklusprogression und Zellwachstumk@ia& Ishikawa 2001; Sreedhar et al.
2004), Apoptose (Panner et al. 2007), Invasion t@oes& Jay 2004), Angiogenese (Song &
Luo 2010) sowie Metastasierung (McCready et al0201

Das HSP90-Monomer hat drei Hauptdoméanen: €iterminale Domane, eine mittlere
Doméane und eine N-terminale Domane, die jeweilenschiedliche Funktionen erfillen
(Abb. 1.5). Die C-terminale Domé&ne ermdglicht didBng eines aktiven HSP90-Chaperon-
Komplexes durch die Dimerisierung zweier HSP90-Mueee, wobei Homodimere (zwei

17



Einleitung

HSP9® oder zwei HSPJP aber auch Heterodimere (HSR90Ond HSP9@) bekannt sind
(Sreedhar et al. 2004). Die C-terminale ATP-Bindidggnédne scheint notwendig fur die
Autophosphorylierung und Aktivierung von HSP90 mingLanger et al. 2002). Die mittlere
Domane wird durch einen kurzen, geladenen Linkérdern N-terminalen Doméane verbunden
und ist fur die Erkennung und die Bindung der Ki@proteine zustandig, und damit der Ort
der eigentlichen Chaperonaktivitat. Die N-termin&lemane ist fir die Bindung und die
Hydrolyse von ATP verantwortlich (Richter et al.03) Peterson & Blagg 2009).

n—

und Co-Chaperonen

N-terminale . N C-terminale
. Mittlere Domane .
Domaéane Doméane
Binduna von Dimerisierung
Bindung von ATP 9 Autophosphorylierung

Klientenproteinen
und Co-Chaperonen

Bindung von Co-

Chaperonen
Bindung von HSP90- Bindung von HSP90-
Inhibitoren Inhibitoren

Abb. 1.5. Struktur und biochemische Funktionen desHSP90-Monomers. Die Hauptdoménen (in blau
schematisch dargestellt) sind durch kurze Zwischerithen (schwarz und grau) verbunden. Die biochémisc
Funktionen der Hauptdomdnen sowie die Stellen, aned die HSP90-Inhibitoren binden kénnen, sind
angegeben (modifiziert nach Whitesell & LindquiS03).

Die Chaperonmaschinerie besteht aus einem 6i®ifler als Hauptchaperon und
verschiedenen Co-Chaperonen, die die Aktivitat H@P90 unterstlitzen (zusammengefasst
in Peterson & Blagg 2009). Die Auswahl der Co-Chape &andert sich im Laufe des
Chaperonprozesses je nach ausgeubter Funktion lewtdfprotein (Sreedhar et al. 2004).
Manche Co-Chaperone regulieren die ATPase-FunkborHSP90. Die Co-Chaperone HOP,
CDC37 und p23 wirken inhibierend, wahrend AHA1 uimdmunophilin die ATPase
aktivieren. Die Inhibierung der ATPase-Funktionwreacht das Anhalten des ATPase-Zyklus
und ermoglicht die Bindung der Klientenproteine den HSP90-Komplex. Der ATPase-
Zyklus wird durch aktivierende Co-Chaperone wiedeGang gebracht (Pearl & Prodromou
2006). In einem ATP-abhangigen Chaperonzyklus gehHSP90-Komplex von der offenen,
inaktiven Konformation dber intermediare Strukturéan die geschlossene, aktive
Konformation Gber (Abb. 1.6). Nach der Stabilisregwnd Aktivierung des Klientenproteins

wird der HSP90-Komplex frei und der Zyklus kannearnbeginnen.
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Abb. 1.6. Die ATPase-Aktivitat von HSP90modifiziert nach Terasawa et al. 20@ie Abbildung zeigt eine
vereinfachte Darstellung des HSP90-Chaperons, lierstikaus den drei Hauptdoménen (éiheerminale, eine
Mitteldomane und ein€-terminale Doméne). Ein ungefaltetes Klientenprofgils rotes Rechteck dargestellt)
bindet an die Mitteldoméne des HSP90-Chaperons,sids noch in der inaktiven, offenen Konformation
befindet. Erst durch die Bindung von ATP (schwagedillte Kreise) an die N-terminalen Doméne geht de
HSP90-Komplex in die geschlossene Konformation tbed bt dadurch seine Funktion aus. Das gefaltete
Klientenprotein ist durch die ovale, rote Form sohéisch dargestellt.

In seiner Funktion als molekulares ChaperanHSP90 bei der Stabilisierung und
Aktivierung seiner Klientenproteine beteiligt, sewam gezielten Ubiquitin-Proteasom-
abhangigen Abbau dieser Proteine involviert (Satereiet al. 1996; Pearl et al. 2008).
Allerdings unterscheidet sich HSP90 von anderemp€fuaen wie z. B. HSP70 dadurch, dass
es weniger fur die Faltung von neusynthetisiertefygeptiden zustandig ist. Die meisten
seiner Klienten sind bereits fast vollstandig gefalund werden durch eine subtile
Konformationsanderung von einer niederaffinen ia aktive Konformation tberfuhrt (Pearl
& Prodromou 2006; Young et al. 2001).

Einzigartig ist auch die grof3e Anzahl an Kieproteinen (mittlerweile sind Uber 200
bekannt), darunter viele regulatorische Bestaralteibn zellularen Signalkaskaden wie
Steroidhormonrezeptoren, Transkriptionsfaktoren Winthsen, die bei fast allen zellularen
Prozessen beteiligt sind (Zhao et al. 2005). Eirez#ghl seiner Klientenproteine ist an allen
Schlusselprozessen der Tumorentstehung und Tungogasion beteiligt (Zhang & Burrows
2004; Peterson & Blagg 2009). Diese sogenannteno@nkeine sind mit allen sechs
Eigenschaften assoziiert, die Tumorzellen charaiéeen (Hanahan & Weinberg 2000):
Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren, unkontrdaierZellteilung, Umgehung von
Apoptose, unbegrenztes replikatives Potential, lteide Angiogenese und Fahigkeit zur
Gewebeinvasion und Metastasierung. Hinzu kommRéigistenz der Tumorzellen gegentuber
der Strahlentherapie, die durch die Radioresistésspziierten Proteine, darunter DNA-
Reparaturproteine (Dote et al. 2006), Komponenten Signaltransduktionswege, die das
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Zelliberleben fordern, wie z. B. EGF-Rezeptoren FRIAUNd AKT (Camphausen & Tofilon
2007; Dote et al. 2005), Regulatoren der ApoptosezwB. der Apoptose-Inhibitor Survivin
(Fortugno et al. 2003; Reichert et al. 2011 ), andé kommt (Abb. 1.7).

Umgehung von Apoptose Unabhangigkeit von
z. B. p53, AKT, Survivin Wachstumsfaktoren
z. B. EGFR, AKT, RAF-1

Angiogenese

Unkontrollierte Teilung
z. B. VEGFR, HIF-1, AKT

z. B. CDK1, CDK2, CDK4,

CDK6
Unbegrenztes replikatives Gewebsinvasion und
Potential Metastasierung
Telomerase Radioresistenz MET-Rezeptor
z. B. RAF-1, AKT, EGF-

Rezeptoren, Survivin

Abb. 1.7. HSP90 als molekulares Target zur Radiossibilisierung strahlenresistenter Tumoren.
Die Klientenproteine von HSP90 (schwarz) sind denaProzessen beteiligt, die zur Tumorentstehurd) un
Tumorprogression fuhren und sind bei der Resistéler Tumoren gegenuber strahlentherapeutiscivaaten
Dosen beteiligt (modifiziert nach Zhang & Burrow302).

Zusammenfassend bietet die HSP9O0-Inhibitioe @inzigartige Moglichkeit, gleichzeitig
multiple onkogene Signaltransduktionswege zu blerek (Multi-Target-Therapie), und wird
als ein vielversprechender Ansatz zur Radiosems#nlng strahlenresistenter Tumoren
angesehen.

Es gibt mittlerweile verschiedene Klassen W®P90-Inhibitoren mit unterschiedlichen
Wirkungsweisen (Whitesell & Lindquist 2005), dareintdie C-terminalen und die
N-terminalen HSP90-Inhibitoren. Erstere wie z. Bsplatin und Novobiocin, blockieren die
C-terminale ATPase-Funktion des HSP90-Proteins ¢Maet al. 2000), die fur die
Autophosphorylierung verantwortlich ist (Langeratt 2002). Dadurch wird die Interaktion
zwischen HSP90-Chaperon und Klientenprotein gestyuan et al. 2004), was die
Rekrutierung der Ubiquitinligase CHIP und die UbiouProteasom-abhangige Degradation
der ungefalteten Klientenproteine zur Folge hat r@flu et al. 2001). Die meisten HSP90-
Inhibitoren zielen allerdings auf die N-terminal@ A-Bindungsdomane und blockieren deren

ATPase-Funktion. Infolge dessen kann die aktivideerKonformationsanderung nicht
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stattfinden und die Chaperonaktivitait des HSP90-glewes wird inhibiert.
Die Akkumulation inhibierter HSP90-Komplexe rekerti CHIP, wodurch die Klienten-
proteine gezielt proteasomal abgebaut werden (Mwaal. 2001).

Die Wirkung der N-terminalen HSP90-Inhibitianf die Strahlenempfindlichkeit humaner
Zelllinien wird seit langerem untersucht (Bull ¢t 2004; Dote et al. 2005; Machida et al.
2005; Dote et al. 2006; Shintani et al. 2006; Ndget al. 2006; Koll et al. 2008; Kabakov et
al. 2008; Moran et al. 2008; Fujii et al. 2010).leddlings zeigten die in diesen Studien
verwendeten HSP90-Inhibitoren (Geldanamycin undhesdderivate 17-AAG, 17-DMAG,
sowie Radicicol) zahlreiche Limitierungen. Die nétihen N-terminalen HSP90-Inhibitoren
Geldanamycin und Radicicol wiesen anti-proliferatizigenschafteimn vitro auf, allerdings
behielt nur Geldanamycin seine Aktivii@itvivo (Duerfeldt & Blagg 2010). Radicicol zeigte,
wahrscheinlich aufgrund der metabolischen Inaktung, keine Aktivitdt im Tierversuch
(Sharma et al. 1998; Zhang & Burows 2004). Geldgmam hat sich aufgrund seiner
Lebertoxizitat als ungeeignet fur klinische Anwenden erwiesen (Chaudhury et al. 2006).
Klinische Studien mit 17-AAG und 17-DMAG zeigtenniitierungen dieser Geldanamycin-
Derivate auf, darunter schwache Ldslichkeit in Véassnd Lebertoxizitat (Biamonte et al.
2010; Porter et al. 2010). Da Geldanamycin-Derivatéstrate fur die p-Glykoprotein-
Effluxpumpe sind, wurde eine Resistenz gegenubesedi HSP90-Inhibitoren in denjenigen
Tumorzellen beobachtet, die das P-Glykoprotein égimieren und aufgrund dessen
erhohtes Ausschleusens der HSP90-Inhibitoren ansZaé#len zeigten (Piper & Millson
2011). Ein weiterer Faktor fur eine Resistenz gébgendiesen HSP90-Inhibitoren kénnte die
genetische Variabilitdt der Enzyme sein, die fin ddetabolismus der Geldanamycin-
Derivaten verantwortlich sind. Solche Enzyme wies daytochrom P450 und die DT-
Diaphorase konnen die Effizienz und/oder Toxizidr HSP9O0-Inhibitoren beeinflussen
(Duerfeld & Blagg 2010; Piper & Millson 2011).

Seit der Aufklarung der Kristallstruktur desSPRO0-ATP-Komplexes und der kritischen
Rolle der ATP-Bindung flur die Chaperonfunktion vid&P90 (zusammengefasst in Pearl &
Prodromou 2006), wurden HSP90-Inhibitoren unteesdiicher chemischer Natur synthetisch
hergestellt, darunter Purin-Derivate (BIIB021 unt)-R71), Dihydroindazolon-Derivate
(SNX-5422), Resorcinol-Derivate mit zusatzlichemraplring (STA-9090) oder mit Iso-
xazolring (NVP-AUY922) sowie Pyrimidin-Derivate (NR/BEP800). Die Purin- und
Pyrazol-basierten HSP90-Inhibitoren sind keine 8abs der Effluxpumpe P-Glykoprotein,
so dass auch Geldanamycin-resistente Tumorzellgfirefich darauf reagieren (Piper &
Millson 2011). Die in dieser Arbeit verwendeten agigen HSP90-Inhibitoren NVP-
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AUY922 und NVP-BEP800 sind wasserléslich und zeighaati-proliferative Wirkungen in
verschiedenen Tumorzelllinien und Xenograft-Tiereltegh bei gut vertrdglichen Dosen
(Brough et al. 2008; Eccles et al. 2008; Jenseah @008; Stihmer et al. 2009; Stihmer et al.
2008; Bergstrom et al. 2008; Monazzam et al. 2BG8ser et al. 2010; Oude Munnink et al.
2010; Nagengast et al. 2010; Gaspar et al. 2018s#feet al. 2010; Tauchi et al. 2011).

Die HSP90-Inhibitoren binden an alle Mitgliedker HSP90-Familie und deren Isoformen
mit unterschiedlicher Affinitat. Aufgrund der komserten ATP-Bindungstasche, geht man
davon aus, dass die spezifische Inhibition einestitmenten Isoform mittels HSP90-
Inhibitoren eher schwierig, wenn nicht sogar unrnobgist (Sreedhar et al. 2004). Im Moment
kann eine spezifische Modulation der HSP9O0-Isofornider RNA-Interferenz erreicht
werden. Dabei soll das Gen Uber die siRNA-vermédt&®egradation der mRNA stillgelegt
(gene silencing) und die Expression des Proteingnberreguliert werden (Knock-down). Die
siRNA-basierte Technologie wird bereits in klinisch Studien erprobt (Petrocca &
Lieberman 2010; Kaufmann et al. 2010) und wirdeaits vielversprechender Ansatz fur die
Entwicklung innovativer Therapien gegen Tumorerktargen angesehen (Folini et al. 2009).
Der Effekt des siRNA-vermittelten Knock-downs von SPBO in verschiedenen
Tumorzelllinien wurde in anderen Studien untersuaferdings nicht in Kombination mit
Bestrahlung (Wen & Damania 2010; Li et al. 2011atérjee et al. 2007; Barksdale & Bijur
2009; Schoof et al. 2009).

1.4. Zellulare Wirkungen der HSP90-Inhibition

Die pharmakologische Inhibition des molekularen B&Ehaperons mittels semi-
synthetischer Geldanamycin-Derivate wie 17-AAG uh@-DMAG (zusammengefasst in
Drysdale et al. 2006) oder mittels synthetischePBI&Inhibitoren wie NVP-AUY922 und
NVP-BEP800 (Eccles et al. 2008; Jensen et al. 28@8ymer et al. 2009; Massey et al. 2010)
zeigt anti-proliferative Wirkungen in verschiedenefumorzelllinien und Xenograft-
Tiermodellen. Die Wirkung der HSP90-Inhibitoren asziger Therapieansatz sowie in
Kombination mit anderen Therapieanséatzen wird bkerg klinischen Studien untersucht
(zusammengefasst in Porter et al. 2010). In Kontlmnamit Bestrahlung fihrte die
pharmakologische HSP90-Inhibition zur Erhdéhung d8trahlensensibilitdt diverser
Tumorzelllinien (Bisht et al. 2003, Machida et 2003, Russell et al. 2003, Bull et al. 2004,
Harashima et al. 2005, Dote et al. 2006). Der iseheibilisierende Effekt von Geldanamycin
oder 17-AAG in zwei Zervixkarzinomlinien wurda vitro undin vivo gezeigt (Bisht et al.

2003). Plattenepithelkarzinomzellen wurden als Mayer sowie als auch als 3D-Spheroid-
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Modell in Kombination mit 17-AAG bestrahlt und dadh radiosensibilisiert (Machida et al.
2003). 17-DMAG erhohte die Strahlenempfindlichkethumaner Tumorzelllinien
unterschiedlicher Entitdten sowoinl vitro als auchin vivo (Bull et al. 2004). Russel und
Kollegen zeigten eine erhohte Strahlenempfindlidghkder getesteten Gliom- und
Prostatakarzinomlinien nach Behandlung mit 17-AA@ghrend Fibroblasten nicht
radiosensibilisiert wurden (Russell et al. 2003)chA in anderen Studie wurde entweder eine
mildere oder keine radiosensibilisierende Wirkumg @eldanamycin-Derivates 17-AAG in
nicht-transformierten Zelllinien beschrieben (Bishal. 2003; Noguchi et al. 2006).

Zusatzlich zur Erhoéhung der Strahlenempfidat induziert die Inhibition der
N-terminalen Domé&ne des HSP90-Proteins die sogémaBtressantwort, die durch die
Hochregulation diverser Hitzeschockproteine chanadiert ist (Drysdale et al. 2006; Zaarur
et al. 2006; Powers & Workman 2007, Powers et@82. Der molekulare Mechanismus der
HSP-Uberexpression nach HSP90-Inhibition ist noahtnvollstandig geklart, allerdings
scheint die Freisetzung des TranskriptionsfaktersStressgene (HSF-1), der normalerweise
an zytosolischem HSP90/HSP70-Komplex gebundennaddiv ist, eine entscheidende Rolle
zu spielen (Abb. 1.8)
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Abb. 1.8. Induktion der Stressantwort nach zelluldem Stress.(1) Unter normalen Bedingungen ist der
Transkriptionsfaktor der Hitzeschockgene HSF-1 aBPBIO/HSP70-Komplexe gebunden. (2) Die HSP90-
Inhibition bewirkt, dass HSF-1 vom HSP90/HSP70-Kéempgetrennt wird. (3) Durch Trimerisierung und
Phosphorylierung wird der Transkriptionsfaktor widrt. (4) Aktiviertes HSF-1-Trimer induziert die
Transkription von HSRsenen. (5) Diverse HSPs, darunter auch HSP90 unB7BlSwerden translatiert.
HSP90/HSP70-Komplexe binden und inaktivieren HSRabdurch die Stressantwort abgeschwacht wird
(modifiziert nach Vabulas et al. 2012).
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Eine erhdhte Konzentration denaturierter Proteieedidngt HSF-1 vom HSP90/HSP70-
Komplex, wodurch die Konzentration an freiem HSEdghimmt (Whitesell et al. 2003). Auch
die pharmakologische HSP90-Inhibition bewirkt, de&#=-1 frei wird.

Die Induktion der Stressantwort infolge vorldérem Stress erlaubt den Zellen, unter
ansonsten todlichen Bedingungen zu Uberleben (Wamkr2004). Die Uberexprimierten
Hitzeschockproteine stellen das Gleichgewicht dedeihhaushaltes wieder her, indem sie
denaturierte Proteine in eine funktionsfahige Komfation tberfuhren. Sie beglnstigen
Zelliiberleben und Zellwachstum, und verhindernAl@ptose, indem sie an verschiedenen
Schritten des Apoptosesignalweges angreifen (B@&@4, Arya et al. 2007). Dadurch
beeinflussen die Hitzeshockproteine, darunter HSR8&A HSP70, auch die zellulare
Stressantwort nach der Bestrahlung. Allerdings k&mrdie anti-apoptotischen Funktionen
der Hitzeschockproteine die apoptotische Wirkung &SP90-Inhibitoren vermindern.
Die Aktivierung der Stressantwort stellt also eingwvermeidlichen Nebeneffekt der HSP90-
Inhibition dar, welcher durch die Kombination deSPRO-Inhibitoren mit Modulatoren der
Stressantwort reduziert werden konnte.

Die Inhibierung der Stressantwort nach phawtakischer HSP90-Inhibition kann unter
anderem Uber die Benzylidenlaktam-Verbindung KNK438fblgen. Diese Substanz soll die
Expression der Hitzeschockproteine allgemein ulerlmhibition des Transkriptionsfaktors
HSF-1 unterdricken (Yokota et al. 2000). Im Gegenga Quercetin, ein anderer HSF-
Inhibitor, verhindert die Behandlung mit KNK437 dieusynthese der HSP, ohne die
Aktivitat diverser Kinasen zu beeinflussen (Yoketaal. 2000; Powers & Workman 2007).
Dabei kbnnte die Trimerisierung von HSF-1 sowiesdesPhosphorylierung, die beide fur die
vollstandige Aktivierung des Transkriptionsfaktorstwendig sind, durch KNK437 inhibiert
sein (Ohnishi et al. 2004). Wahrend die Expressidiverser stressinduzierbarer
Hitzeschockproteine wie HSP110, HSP70 und HSP4@el®iKNK437 unterdrickt wird,
scheint die Expression von konstitutiv exprimiertet$C70- und HSP90-Proteine nicht
beeinflusst zu sein (Powers & Workman, 2007).

Die Behandlung mit KNK437 erhthte die pro-ajedgchen Wirkungen des HSP90-
Inhibitors 17-DMAG in akuten Leukamiezellen (Guoatt 2005). AuRerdem verstarkte die
Behandlung mit KNK437 den apoptotischen Effekt ddyperthermie in Prostata-
karzinomlinien (Sahin et al. 2011). In pankreatestiumorzellen erhohte die Behandlung
mit KNK437 die zytotoxische Wirkung von Gemcital{ifaba et al. 2011). In Kombination

mit Bestrahlung wurde eine radiosensibilisierendekWwig von KNK437 in der A549-
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Tumorzelllinie beschrieben (Sakurai et al. 2005)3Ardem wurde eine KNK437-vermittelte
Radioresistenz in humanen Glioblastom-Tumorzelleoblachtet (Ohnishi et al. 2006).

Allerdings sind KNK437 oder Quercetin unspeszifi, da sie die Transkription der HSP im
Allgemeinen inhibieren. Die spezifische Herunteulagon der Stressgene kann mittels
SiRNA erreicht werden. Getestet wurde unter andetlemEffekt des siRNA-vermittelten
Knock-downs von HSF-1 in Kombination mit 17-AAG odait dem Proteasom-Inhibitor
MG132 (Zaarur et al. 2006) oder Hitzeschock (Ressil. 2006). Zudem wurden der Effekt
der stabilen Transfektion mit SIRNA gegen HSP7&ambination mit 17-AAG (Guo et al.
2005) sowie der Effekt der siRNA gegen HS&90 Kombination mit dem alkylierenden
Reagenz Temozolomid (Cruickshanks et al. 2010).

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die Wirkung der HSP90-Inhibition auf die Strahlen@mdlichkeit humaner Zelllinien wird
seit langerem untersucht (Bull et al. 2004; Dotale2005; Machida et al. 2005; Dote et al.
2006; Shintani et al. 2006; Noguchi et al. 2006l kbal. 2008; Kabakov et al. 2008; Moran
et al. 2008; Fujii et al. 2010). Allerdings zeigtdie in diesen Studien verwendeten HSP90-
Inhibitoren (Geldanamycin und seine Derivate 17-AAG/-DMAG, sowie Radicicol)
zahlreiche Limitierungen in der klinischen Anwendurarunter schwache Ldslichkeit in
Wasser sowie Toxizitat, vor allem in der Leber (Bante et al. 2010; Porter et al. 2010).
Im ersten Teil dieser Arbeit soll die Wirkung dereuartigen HSP90-Inhibitoren
NVP-AUY922 und NVP-BEP800, im Vergleich zu dem Geldmycin-Derivat 17-DMAG,
untersucht werden. Die neuartigen HSP90-Inhibitsem wasserloslich und zeigten anti-
proliferative Wirkungen in verschiedenen Tumorzeiin und Xenograft-Tiermodellen bei
gut vertraglichen Dosen (Brough et al. 2008; Eceleal. 2008; Jensen et al. 2008; Stihmer et
al. 2009; Stuhmer et al. 2008; Bergstrom et al.820@onazzam et al. 2009; Kaiser et al.
2010; Oude Munnink et al. 2010; Nagengast et al02@aspar et al. 2010; Massey et al.
2010a; Tauchi et al. 2011). Der Einfluss dieser ${BEmRhibitoren alleine und in Kombination
mit Bestrahlung soll dabei in vier humanen Tumdlinén unterschiedlicher Entitaten
untersucht werden, und zwar in der Lungenkarzinditimee A549, der Fibrosarkomzelllinie
HT1080, sowie in zwei Glioblastomzelllinien, GaMGhdu SNB19. Der Einfluss der
pharmakologischen HSP9O0-Inhibition und Bestrahlurgif Zellviabilitat, Kolonie-
bildungsfahigkeit, Induktion und Reparatur der DIS8hé&den, Apoptoserate,

Zellzyklusverteilung sowie Expression von Apoptesgellzyklus- und DNA-Reparatur-
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regulierenden Proteinen soll analysiert werden, Wimweise Uber die Mechanismen der
Strahlenantwort zu gewinnen.

Im zweiten Teil der Arbeit soll die durch S$tsanduzierbare-Isoform von HSP90 mittels
siRNA herunterreguliert werden. Der siRNA-vermiteKnock-down von diversen Targets
fur die Tumortherapie (Osteopontin, Survivin, HI&-RAurora-A, AKT) wurde bereits in der
Literatur gezeigt (Hahnel et al. 2010; Rddel et28l08; Staab et al. 2011; Tao et al. 2007,
Toulany et al. 2008). Der siRNA-vermittelte Knocévah von HSP90 induzierte Apoptose in
Myelomazelllinien (Chatterjee et al. 2007) und huaera Gliomen (Panner et al. 2007).
Die kombinierte Behandlung mit siRNA gegen HS&Ahd Temozolomid erhdhte die
Sensitivitat der getesteten Gliomazellen gegeniuliesem Chemotherapeutikum
(Cruickshanks et al. 2010). Dartber hinaus wurdeeits klinische Studien basierend auf der
siRNA-Technologie als Therapie flir Tumorerkrankungegeleitet (Kaufmann et al. 2010).
Die Wirkung der Transfektion mit siRNA gegen HSR%lleine oder in Kombination mit
NVP-AUY922 auf die Strahlenantwort der Tumorzeltim A549 und GaMG soll in dieser
Arbeit mittels Zellviabilitdts- und Zellproliferainstest, Kolonietest, sowie Uber die
Expression der Markerproteine HSBO®HSPO@, HSP70, AKT, RAF-1, CDK1, CDK4 und
PARP untersucht werden. Die DNA-Schaden und derepaftur wurden Uber die
Expression voyH2AX im FACS gemessen.

Im dritten Teil der Arbeit soll die Expressider stressinduzierbaren Hitzeschockproteine
HSP90 und HSP70 mittels KNK437 unterdriickt werdddiese Benzylidenlaktam-
Verbindung inhibiert die Aktivierung des Transkrgtsfaktors HSF-1, wodurch die
Transkription der Hitzeschockgene allgemein, dawuatuch die HSP90- und HSP70-Gene,
verhindert wird (Yokota et al. 2000). In anderends¢n erhthte die kombinierte Behandlung
mit KNK437 die Zytotoxizitat der Hyperthermie (Yoteoet al. 2000; Koishi et al. 2001;
Sakurai et al. 2005; Sahin et al. 2011), des HIRBibitors 17-DMAG (Guo et al. 2005)
oder des Zytostatikums Gemcitabin (Taba et al. ROl Kombination mit Bestrahlung
wurde eine radiosensibilisierende Wirkung von KNEK4& der A549-Tumorzelllinie
beschrieben (Sakurai et al. 2005). Der Einflussstlaultanen Behandlung mit KNK437 und
NVP-AUY922 auf die Strahlenantwort der Tumorzelin A549 und GaMG wird in dieser

Arbeit untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Zelllinien und Zellkultur

Fur die vorliegende Arbeit wurden vier verschiedadbarente Zelllinien verwendet (Tabelle
2.1). Dabei handelte es sich um die Tumorzelllinfs49, GaMG, HT1080 und SNB19,
bezogen von der American Type Culture Collectionalislssas, VA, USA). Die Zellen
wurden in DMEM-N&hrmedium, supplementiert mit 10%3-und 1 mM L-Glutamin, sowie
100 Units/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomyaimter Standardbedingungen bei 37°C in
einer HO-gesattigten, 5%igen CeAtmosphare kultiviert.

Tabelle 2.1. Verwendete Zelllinien

Genetische Merkmale (laut Catalog of

ZEineE el somatic mutations in cancer)

hypotriploid; Mutationen in p16, KRAS,

AS49 Lungenkarzinom BRG1/SMARCA4, STK11; WT p53

EaY

hypotriploid; Mutationen in p16, SMAD:1

GaMG Glioblastom und p53

beinahe diploid;Mutationen in p16,

HT1080 Fibrosarkom NRAS und IDH1, WT p53

hypotriploid; Mutationen in PTEN, p16

SNB19 Glioblastom und p53

pl6, p53, PTEN, STK11 sind Tumorsuppressorgene; BHARAS und BRG1/SMARCA4 sind Onkogene;
IDH = Isocitrat Dehydrogenase

Alle 2 - 3 Tage wurden Subkulturen nach einem Ratovon Lindl & Bauer (1994)
angelegt. Nach dem Absaugen des verbrauchten Ndhume wurden die Zellen mit sterilem
PBS gespult. Danach folgte das Ablosen der Zelleh Tnypsin-EDTA-L6sung im
Brutschrank (Einwirkungszeit circa 5 min, je naddlllihie sogar weniger, bis sich die Zellen
abrunden). Die proteolytische Reaktion wurde mitSF&hthaltendem DMEM inhibiert.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation (5 min, 13@dn, RT) geerntet. Danach wurden die
Zellpellets in frischem DMEM resuspendiert, so dasse Verdinnung 1:3 fur langsam
wachsenden Zellen wie GaMG und SNB19, sowie 1:5sfihmell wachsende Zellen wie
A549 und HT1080 entstand. Die verdinnte Zellsuspaengurde in sterilen Kulturflaschen
mit 10 ml frischem DMEM uberfuhrt.
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Chemikalien fir die Zellkultur:

Dulbecco’s MEM (DMEM) Low Glucose Sigma-Aldrich, Benhofen
FCS Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
L-Glutamin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dulbecco’s PBS Sigma-Aldrich, Deisenhofen
0.05% Trypsin/0.02% EDTA-Solution 1x Sigma-Aldrjdbeisenhofen

2.2. Behandlung

Stock- und Arbeitslosungen (Tabelle 2.2) wurden B20°C aufbewahrt. Exponentiell

wachsende Zellkulturen wurden mit den Testsubstafize24 h inkubiert. Danach wurde das
verbrauchte Medium abgesaugt, die Zellen mit PB8agehen und frisches Medium ohne
Inhibitoren dazugegeben. Die Kontrollen wurden nahtsprechenden Mengen des
Losungsmittels (DMSO) behandelt.

Tabelle 2.2. Testsubstanzen

Testsubstanzen| Losungsmittel Stockldsung Arbeitslosung Firma

Novartis Biomedical

NVP-AUY922 10 mM Research, Basel,
Schweiz

Novartis Biomedical

NVP-BEP800 50 mM Research, Basel,
DMSO 100 uM .
Schweiz
Sigma-Aldrich,
17-DMAG 1.62 mM

Deisenhofen

Calbiochem, Merck

KNK437 20 mM KGaA, Darmstadt

2.3. Rontgenbestrahlung

Die Bestrahlung wurde bei RT mit Hilfe eines 6 Miéi®ens Linearbeschleuniger (Siemens
Medical Solutions, Concord, USA) mit einer Dosisrabn 2 Gy/min durchgefuhrt. Fur die
meisten Versuche wurden die Zellen als Monolayexdharentem Zustand in Kulturflaschen
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bestrahlt. Nach der Bestrahlung wurden die Zelferfrischem Medium fiir bestimmte Zeit
(30 min, 24 h oder 48 h) inkubiert und anschlie3geerntet. Fur den Kolonietest wurden die
Zellen in Suspension (20000 Zellen/ml) bestrahlt.

2.4.1n vitro Zytotoxizitatstest

Zur Ermittlung geeigneter Konzentrationen der T@sttanzen wurden die Zellen nach
Protokoll trypsinisiert und in einer Konzentratioon 5000 Zellen pro 100 pl (entspricht
5x1¢" Zellen/ml) in die Vertiefungen der 96-er Mikrofipdatten fiir adhérente Zellen
pipettiert und anschlieend im Brutschrank inkubi&tir die ATP-Tests wurden dafir
spezielle lichtundurchlassige Mikrotiterplatten wendet. Am nachsten Tag wurden die
Zellen mit 100 pl zweifach konzentrierten Losungkem zu testenden Substanz oder DMSO
(in DMEM) behandelt, so dass einfach konzentriek&sungen in jeder Vertiefung
entstanden. Die Zellviabilitdt wurde 24 h spatettets Cell Titer 96 Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay oder CellTiter-Glo Lumimest Cell Viability Assay (beide von
Promega, Madison, WI, USA) bestimmt. Dafiir wurde darbrauchte Medium entfernt, ohne
den Zellrasen zu verletzen, und ein Mal mit PBSgksFur den Cell Titer 96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay wurde danach pertiefung 100 pl Reagenz (1:10 in
DMEM verdinnt) zugegeben. Die Mikrotiterplatten wen fir 30 min bis 1 h im
Brutschrank inkubiert, danach fir 1 min vorsichiggschittelt und anschlieRend die
Absorbtion bei 492 nm ohne Deckel im ELISA Readepokol LB911 (Berthold
Technologies, Bad Wildbad) gemessen. Fir den QGeifGlo Luminescent Cell Viability
Assay wurde pro Vertiefung 100 ul CellTiter-Glo Beaz dazugegeben und 10 min bei RT
inkubiert, anschliel3end die Lumineszenz gemessen.

Fir die Bestimmung der Zytotoxizitat der siRiNik Kombination mit NVP-AUY922 und
Bestrahlung wurde dieses Protokoll leicht abgewkin8ewohl die Transfektion als auch die
Behandlung fand in 6-well Platten statt. Die trameften und behandelten Tumorzellen
wurden trypsinisiert, gezahlt, in 96-er Mikrotite&aften in DMEM ohne Inhibitoren ausgesat
und danach 4 h im Brutschrank inkubiert, damitaglbarieren kénnen. Anschliel3end wurden
sie mit 8 Gy bestrahlt und danach unter Standaidgedgen inkubiert. Der Zytotoxizitatstest
wurde 24 h nach Bestrahlung durchgefihrt.

FUr die Auswertung des Zytotoxizitatstests deur die Werte der Triplikate gemittelt und

gegen die DMSO behandelten Kontrollen normiert.
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2.5.1n vitro Zellproliferationstest (BrdU-Test)

Fur diesen Test wurden die transfizierten und beélen Tumorzellen in 96-er
Mikrotiterplatten ausgesat, danach mit 8 Gy be#trand weiter unter Standardbedingungen
inkubiert. Der Zellproliferationstest wurde 24 hchaBestrahlung mittels Cell Proliferation
ELISA, BrdU Kit (Roche, GroRbritannien) nach Angabdes Herstellers durchgefuhrt.
Fur die Auswertung des Zellproliferationstests vaurdlie Werte der Triplikate gemittelt und

gegen die DMSO-behandelten Kontrollen normiert.

2.6. Kolonietest

Fur den Kolonietest wurden die Tumorzellen wie besben (siehe 2.2) behandelt, danach
trypsinisiert, gezahlt und als Zellsuspension (2xZéllen/ml) in sterilen Plastikréhrchen
bestrahlt. Fir jede Behandlung wurde eine Bestrgjsiteine von 7 Rohrchen pipettiert,
entsprechend der Bestrahlungsdosis 0, 1, 2, 3ubd® Gy. Nach der Bestrahlung wurden in
Abhangigkeit von der Bestrahlungdosis unterschibéli Mengen an Zellen in vorher
vorbereitete Petrischalen mit je 10 ml DMEM wi€Tiabelle 2.3 angegeben pipettiert.

Tabelle 2.3. Pipettierschema fiir den Kolonietest

Anzahl der ausgesaten Tumorzellen

Dosis (Gy) A549/GaMG SNB19 HT1080
0 500 1000 500
1 500 1000 1000
2 500 1000 1000
3 1000 2500 5000
5 2500 5000 10000
7 5000 10000 15000
8 5000 10000 20000

30



Material untllethoden

Chemikalien fiir den Kolonietest:

Fixierldsung Methanol (Roth, Karlsruhe) und Esa8ige
(AppliChem, Darmstadt) im Verhaltnis 3:1
Kristallviolett-Losung Sigma-Aldrich, Deisenhofe?h6% in Wasser

Fur jede Bedingung wurden vier Petrischalen ausgesé fur 10 - 14 Tage im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde das Medium entfernt, dieloken mit eiskalter Methanol-
Essigsaure-Mischung fixiert und anschlie3end mistétviolett (0.6% in Wasser) gefarbt.
Das Auszahlen der Kolonien erfolgte per Hand, wojegle Kolonie tber 50 Zellen
ausgewertet wurde. Der Mittelwert von den jeweilgervPetrischalen mit gleichen
Bedingungen wurde ermittelt, um daraus die Uberstze klonogener Zellen zu berechnen.
Die Uberlebensraten der bestrahlten Zellen wurdemer Plattiereffizienz (PE-Werte) der
unbestrahlten Proben normiert und in Abhéngigkeit der verwendeten Bestrahlungsdosis
halblogarithmisch aufgetragen. Die entstandenelulZellebenskurven wurden mit Hilfe des
linear-quadratischen Modells berechnet. Nach diebtodel wird das Zelliberleben durch
die Formel:

In SF= -aD-pD?
beschrieben, wobei In SF der natirliche LogaritaesUberlebensfraktion, D die applizierte
Dosis (Einheit Gy), und: (Einheit 1/Gy) und3 (Einheit 1/GY) zellspezifische Konstanten
sind. Die Berechnung der Zelliiberlebenskurven giéomit dem Programm Microcal Origin
5.0 (Microcal Software Inc, Northhampton, USA).
Wichtige Grolen zur Auswertung der Ergebnisse siad PE-Wert, d. h. das Verhaltnis
zwischen der Anzahl der gebildeten Kolonien und Ll der ausgesaten Zelleder SF2-
Wert, welcher die Uberlebensrate nach einer Besingdosis von 2 Gy wiedergibt, sowie
der D10-Wert, der die Bestrahlungsdosis nenntdbeil0% der Zellen Gberleben.

2.7. Proteindetektion mittels SDS-PAGE/Western Blot

Um zeitliche Veranderungen der Proteinexpressionh nBehandlung und Bestrahlung
detektieren zu konnen, wurden Zelllysate jeweilsnd@, 24 h und 48 h nach Bestrahlung
hergestellt. Dazu wurden die Zellen wie beschriefgearntet und je nach Pelletgrdf3e in
30 - 50 ul RIPA-Lysepuffer mit Protease- und Phagase-Inhibitoren fir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach anschlieRender Zentrifugation (16,3200 rpm, 4°C) wurde der Uberstand
abgenommen und bei -20°C aufbewabhrt.

Die Proteinmenge wurde mit dem DC Protein As3édt 2 (BioRad, Muinchen)

kolorimetrisch durch die Messung der Absorbtion Bpectrophotometer bei 750 nm
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bestimmt. Mittels einer BSA-Eichgerade wurde deot@ingehalt der Zelllysate berechnet.
5 bis 40ug Protein pro Probe wurden, wie folgt, weiter be#di. Zur Denaturierung der
Proteine wurden die Proben mit LDS Sample BuffeviesdSample Reducing Buffer versetzt
und 10 min bei 70°C im Wasserbad erhitzt. Ansclelifel3wurden die denaturierten Proben
auf SDS-Polyacrylamidgele geladen und elektropismiet nach Molekulargewicht
aufgetrennt (200 V, 45 - 60 min). Zusatzlich zu deroben wurde ein Molekular-
gewichtsstandard geladen und aufgetrennt. Die tHmprhg der Proteine auf die
Nitrozellulosemembran erfolgte mittels Elektropteg30 V, 2 - 3 h) mit dem Tank-Blot-
System von BioRad. Zum Nachweis des Proteintrasisieirden die geblotteten Membranen
mit dem unspezifischen Farbstoff PonceauS gefamthtamschlie3end mit Wasser entfarbt.

Fur die Immundetektion der ausgewahlten Pmetevurden zuerst die unspezifischen
Bindungsstellen mit Blockierpuffer fir 1 h bei RTobkiert; danach folgte die Inkubation mit
dem ersten Antikorper (gegen das zu untersuchenasei gerichtet), welcher in
Blockierpuffer nach Angaben des Herstellers verdiwnrde. Unspezifische Bindungen
wurden durch Waschen mit detergenzhaltigem Puffeder entfernt. Nach dem Waschschritt
wurden die Membranen mit dem zweiten Peroxidasegaiten Antikdrper (HRP), welcher
an spezifische Bereiche des ersten Antikorpers ébjnohkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt fand die Detektion der verstarkten riihenineszenz (ECL) statt. In dieser
Arbeit wurden sowohl das ECL Plus Western Blottidgfection Reagenz von Amersham als
auch das home made ECL benutzt. Detektiert wurdeSignal mithilfe von Réntgenfilmen,
wobei die Belichtungszeit zwischen 10 sec und 2 vairierte. Die verwendeten Antikérper
sind unten aufgelistet. Vor der erneuten Protemidein wurden die Membranen zwei Mal
fur 10 min mit stripping buffer, zwei Mal fir 10 mimit PBS und zwei Mal fir 5 min mit
TBST inkubiert.

Material fir den Western Blot:

NuPAGE® 4 - 12% Bis-Tris Gel Invitrogen, Carlsb&at§A
NuPAGE® 3 - 8 Tris acetate Gel Invitrogen, Carlsda8A
NuPAGE® 10% Bis-Tris Gel Invitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE® MES SDS Running buffer 20x Invitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running buffer 20xInvitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE® Transfer buffer Invitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE® Antioxidant Invitrogen, Carlsbad, USA
NuPAGE® LDS Sample buffer 4x Invitrogen, Carlsba&A
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NuPAGE® Sample Reducing Agent 10x Invitrogen, Gt USA
Precision Plus All Blue Proteinmarker BioRad, Muech

Nitrocellulose Membranen, Filterpapier (Qué) Invitrogen, Carlsbad, USA

Ponceau$S 0.2%

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

ECL Plus Western Blotting Detection Reagens Amaenrshaeiburg
Rontgenfilme Hyperfilm ECL Amersham, Freiburg
Rontgenkassette Hypercassette™ Amersham, Freiburg

Lésungen fur den Western Blot:

RIPA-Lysepuffer

Blockierpuffer

Waschpuffer

Stripping buffer

TBST

150 mM Tris-HCI, pH 7.4

1% NP-40

0.25% Na-Deoxycholat

150 mM NacCl

1 mM EDTA

Proteaseinhibitoren:

1 mM PMSF, lug/ml Aprotinin, 1ug/ml Leupeptin, Jug/ml Pepstatin A

Die Proteaseinhibitoren wurden unmittelbar vor Gebh zugegeben.

4% Milch in 0.1% Tween-20/PBS

0.1% Tween-20/PBS

1.5% Glycin
0.1% SDS
1% Tween-20, pH 2.2

25 mM Tris base

150 mM NacCl

2 mM KCI

0.05% Tween-20, pH 7.4
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home made ECL

0.25 g/l Luminol in 0.1 M Tris-HCH 8.6 (L6sung A);

Antikdrper fur den Western Blot:

Primarantikdrper
HSP90/HSP9%
HSPI®
HSP70

AKT

pAKT

RAF-1
CDK1/CDC-2
CDK2

CDK4

pRB

PARP

cleaved Caspase 3

Survivin
p53
DNA-PK
KU70
KU80
ERK2
B-Aktin

Sekundarantikorper

anti-mouse

anti-rabbit

mouse monoclonal
mouse monoclonal
mouse monoclonal
rabbit polyclonal
mouse monoclonal
rabbit polyclonal
mouse monoclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
mouse monoclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal

mouse monoclonal

goat polyclonal, HRP-conjugated
goat polyclonal, HRP-conjugated
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1.1 mg/ml p-Hydroxycoumarinsaure in DMSO (L6sung B)
H,0, 30% in Wasser (Losung C). Vor Gebrauch 4 ml L6sAng00 ul

Lésung B und 1.2 pl Lésung C pro Membran mischen

BD Pharmingen, Heidelberg, D
Stressgen, Cat. No. SPA-840
BD Pharmingen, Heidellirg,
Cell Signaling, Denvers, MASA
Cell Signaling, Denvers, NUSA
Santa Cruz Biotechnologging Cruz, USA
Cell Signaling, Denyétsé, USA
Millipore, Temecula, CA, USA
Santa Cruz Biotechnologgng Cruz, USA
Cell Signaling, Denvers, MASA
Cell Signaling, Denvers, MASA
Cell Signalbgpvers, MA, USA
R&D Systems, MinneagIMN, USA
Calbiochem, Merck KGaA, Daauts D
Cell Signaling, Denvers AIUSA
Cell Signaling, Denvers, MIBSA
Cell Signaling, Denvers, MASA
Cell Signaling, Denvers, MASA
Sigma, Deisenhofen,

DAK@ntburg
DAKdamMburg
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Gerate:

Spectrophotometer SmartSpédelus BioRad, Miinchen

High Current Supplier PowerPatHC BioRad, Miinchen

Western Blot Kammer XCell SureLock™ Invitrogen rShad, USA
Filmentwicklungsmaschine ECOMAX™ Protec Medical Systems, Oberstenfeld

Die Proteinbanden wurden als invertierte, 8 bitF-[Bateien mittels ImageJ (Wane Rasband,
NIH) densitometrisch quantifiziert. Fur jede Banderde die integrale Dichte, definiert als
Produkt zwischen Flache und mittlere Graustuffestibent. AnschlieRend wurden die Werte

gegen die Ladekontrollg&Aktin normiert.

2.8. Durchflusszytometrie

Um zeitliche Verdnderungen im Zellzyklus bzw. Vetérungen in der HistopH2AX-
Expression nach Behandlung und Bestrahlung detektieu kbnnen, wurden FACS-Proben
jeweils 30 min, 24 h und 48 h nach Bestrahlung éstadlt. Dazu wurden die Tumorzellen in
Zellkulturflaschen mit den Testsubstanzen behandeit 8 Gy bestrahlt und danach
trypsinisiert. Die Zellpellets wurden in 500 pl PB&uspendiert, mit eiskaltem 70%igem
Ethanol fixiert und bei 4°C aufbewahrt.

Fur die FACS-Analysen wurden die fixiertenlgelzentrifugiert (5 min, 1300 rpm, 4°C),
zwei Mal mit PBS gewaschen und anschlieRend je radletgrofie in 50 - 200 pul PBS
resuspendiert. Fur die immunohistologische Detektwon HistonyH2AX wurden 60 pl
Zellsuspension entnommen und mit 140 pl aR@AX-FITC-gekoppelter Antikorper-
Losung (0.6 pg/ml in Block 9-Puffer) fir 2 h im Ckein bei RT unter Schitteln angefarbt.
Fur die Zellzyklus-Analysen wurden die Zellen mit(0 pg/ml), 0.05% Saponin und RNase
(50 pg/ml) in PBS geldst fir 30 min bei 37°C inketbi

Die durchflusszytometrischen Analysen der grii(HistonyH2AX) bzw. roten (DNA/PI)
Fluoreszenz erfolgten am Analysegerat FACS Cdlif@D Biosciences, Heidelberg) tber
die Software CELLQuest 3.1 (Becton Dickinson, H#hdeg). Hierbei wurden die
Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Argon-Laser der [&hdfinge 488 nm angeregt; fur FITC
wurde das Emissionslicht bei einer Wellenlange $80/30 nm und fur Pl bei 585/42 nm
detektiert. Die Detektion der Fluoreszenzintensitaton mindestens 15000 Zellen wurden
entweder im linearen (Zellzyklusmessungen) odearitigmischen Modus (HistopH2AX,
subG1-Fraktion) analysiert.
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Antikorper fur die immunohistochemische Detektion von Histon yH2AX:

mouse monoclonal anti-phospho-histone H2AX, FIT@pagated (Millipore, Temecula, CA,
USA)

Chemikalien fur die Durchflusszytometrie:

Ethanol Roth, Karlsruhe
P1 (1 mg/ml) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
RNase A (10 mg/ml) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Blockierpuffer (Block 9) 0.1 g BSA
8 ml Mausserum (Sigma, Deisenhofen)
0.01 g RNase
10 mM NaF
1 mM NaVQ

0.025 g DNA von Herringsperma (Sigma)
0.1% TritonX-100

5mM EDTA

0.05% NaN

10 ml PBS 10x

Auf 100 ml mit bidest. Wasser auffillen

Die Daten wurden mithilfe der Software ModFit L. Verity Software House) ausgewertet
und anschlielRend mittels WinMDI 2.9 (J. TrottereT®cripps Research Institute) oder Origin
5.0 (Microcal, Northampton, MA, USA) dargestellt.

2.9. Alkaliner Comet Assay

Die Zellen wurden wie beschrieben behandelt (si€®). Jeweils 4x10 Zellen pro

Behandlung wurden 1:10 mit 37°C warmer low meltipgint Agarose (0.6% in PBS)
verdiinnt. Aus dieser Zellsuspension wurden jewtslstl auf Superfrost Plus ® Objekttrager
(Menzel, Braunschweig), die vorher mit high meltippint Agarose (0.9% in PBS)
beschichtet wurden, aufgeteilt und mit Deckglasdbeteckt. Die vorbereiteten Objekttrager
wurden auf Eis mit 8 Gy bestrahlt, danach sofodrathach folgenden Zeiten (10 min, 20 min
und 30 min nach Bestrahlung) in kaltem Lysepuffesi B°C fir 45 min inkubiert.

Die Objekttrager wurden dann in kaltem Elektropkepffer fir 20 min inkubiert zur
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weiteren DNA-Entwindung. Anschlielend wurden diejeRtirager in eine horizontale
Elektrophorese-kammer von  Stratagene/Agilent, USAelegg und mit kaltem
Elektrophoresepuffer bedeckt. Die Elektrophoresedetnei 25 V und 300 mA fur 20 min auf
Eis durchgefuhrt. Die Objekttrager wurden danach Blral mit Neutralisationspuffer gespuilt.
Anschliel3end wurden sie mit PI-Losung gefarbt, Deckglaschen abgedeckt und in einer

Feuchtekammer bei 4°C aufbewabhrt, bis sie innernatb24 h analysiert wurden.

Chemikalien und Lésungen fur den alkalinen Comet Asay:

Low melting point agarose Roth, Karlsruhe
High melting point agarose Roth, Karlsruhe
Pl Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Lysepuffer 2.5 M NaCl
100 mM EDTA
10 mM Tris

1% Natriumlaurylsarcosinat, pH 10
Vor Gebrauch 10% DMSO und 1%
TritonX-100 zugeben

Elektrophoresepuffer 300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 10
Neutralisationspuffer 0.4 M Tris, pH 7.5
Pl-L6sung 10 pg/ml in PBS

Es wurden jeweils 150 Zellkerne/Bedingung aus awwibh&ngigen Versuchen, mithilfe des
Epifluoreszenzmikroskops Lei®aDMLB (Leica Mikroskopie GmbH, Wetzlar) woran die
Kamera Olympu® ColorView 12 (Olympus Biosystems, Hamburg) angksssen wurde,
analysiert. Die DNA-Fragmentierung wurde mit derft®are Komet 5.5 (Kinetik Imaging
Ltd, Liverpool, UK) bestimmt und Uber den TM-Wetai{ moment, in a. u. angegeben),

definiert als Produkt aus DNA im Kometenschweif% und Schweiflange, quantifiziert.

2.10. siRNA Transfektion

Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 2X1Bellen/Vertiefung in 6-well Platten oder
1x1C Zellen pro Petrischale mit 10 cm Durchmesser aigend iiber Nacht kultiviert.
Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewascimehfrisches DMEM ohne Serum
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und Antibiotika zugegeben. Die siRNA-Losungen wurdgsch vor Gebrauch aus 20 uM
Stocklésungen hergestellt und in der Konzentration 10 - 100 nM in DMEM eingesetzt.
Die siRNA-L6sungen wurden mit dem TransfektionsesegHiPerfekt vorsichtig gemischt,
5 - 10 min bei RT inkubiert, dann tropfenweise digf Zellen gegeben. Nach 4 h Inkubation
wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und frisch@VEM zugegeben.
Die Transfektionseffizienz wurde mittels fluoreszerarkierten non-silencing siRNAs
(AllStras Negative Control siRNA, Alexa Fluor 48&)erpruft.

SiRNAs Sequenz 52 3’

AllStras Neg. Control siRNA geheim gehalten
Mm/Hs_MAPK1/ERK2 control siRNA UGC UGA CUC CAA AGOCU GTT
siRNA gegen HSP901, Hs_ HSP90AA1l 1 AAC CCU GAC CAU UCC AUU AUU
SsiRNA gegen HSP302, Hs_ HSP90AA1 2 UGC ACU GUA AGA CGU AUG UAA
siRNA gegen HSP30D4, Hs_ HSPCA 4 AUG GCA UGA CAA CUA CUU UAA
siRNA gegen HSP905, Hs_ HSPCA_5 CAG AAU GAA GGA GAA CCA GAA

Alle siRNAs sowie das Transfektionsreagenz wurdam ®iagen, Hilden erworben.
2.11. Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Die Gesamt-RNA wurde mittels RNeasy Mini Kit (QiageHilden) nach Angaben des
Herstellers isoliert und in 30 ul RNase-freiem Waiggeldst. Die Qualitat der RNA wurde auf
Basis der ribosomalen Untereinheiten 18S und 288ArRhach Auftrennung mittels
Agarosegelelektrophorese bestimmt.

Die Proben wurden fur 30 min bei 37°C mit D#lasrerdaut, gefolgt von der
Hitzeinaktivierung des Enzyms. Die Quantifizierudgr Gesamt-RNA erfolgte Uber die
Absorbtion bei 260 nm im Spectrophotometer Smact$pelus (BioRad, Miinchen), wobei
eine Absorbtion von 1 einer Konzentration von 40npdRNA entspricht. Daflr wurden die
Proben 1:50 in RNase-freiem Wasser verdiinnt undténile UV-Kuvetten (trUVieW"
Cuvette, BioRad, Miunchen) tberfuhrt.

Fur die cDNA Synthese mit dem First Strand éD8lnthesis Kit (Fermentas, St. Leon-
Rot) wurden 50 ng RNA mit 4 ul RT Puffer, 1 pul REdshibitoren, 2 pl Deoxinukleosid-
Mix (dNTP), 2 ul RT-Polymerase, 1 ul random-hexarRemer pipettiert und mit RNase-
freies Wasser auf 20 pl Endvolumen aufgefillt. Bimplifikation erfolgte in dem C100
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Thermal Cycler von BioRad nach dem folgenden Progna[5 min 25°C, 60 min 37°C,

5 min 70°C ENDE].

1/10 der cDNA Synthese (2 pl) konnte ohne weiteenigung fur die PCR eingesetzt
werden. Die PCR wurde mittels Phusion High-FideR@R Kit (Finnzymes/New England
Biolabs, Frankfurt) nach Angaben des Herstellerstyefihrt. Daftir wurden pro Probe 4 ul
Phusion Puffer, 0.4 ul dNTPs, 0.2 pl Phusion Pohase, 1 ul forward Primer, 1 ul reverse
primer pipettiert und auf 20 pl Nuklease-freies ¥éasaufgefillt. Die Amplifikation erfolgte

in dem C100 Thermal Cycler von BioRad nach demeiotien Programm: [30 sec 98°C
(Denaturierung), (10 sec 98°C (Denaturierung), &6 58°C (Annealing), 30 sec 72°C
(Elongation)) x25 Zyklen, gefolgt von 10 min 72°fthéle Elongation), 4°C ENDE].

Die Auftrennung der PCR-Produkte in Abhangigkidarer GrofRe erfolgte mittels
Agarosegelelektrophorese. Dafur wurden die Profeeh (11) mit Ladepuffer (1 pl) gemischt
und in einem 1%iges Agarosegel in TAE-Puffer un2 0g/ml Ethidiumbromid fiir 30 min
bei 100 V in einer horizontalen Gelelektrophoresekeer (G. Kisker GbR, Steinfurt)
aufgetrennt. Die Gele wurden mit dem GeldokumemgBystem Gel iX Imager von Intas,
Gottingen fotografiert. Die GroRe der Amplifikateusde anhand des aufgetragenen DNA-
Markers bestimmt. Die Banden wurden mit dem PrognaimageJ (Wane Rasband, NIH)

ausgewertet.

Chemikalien und Materialien fur die RT-PCR:

Agarose Roth, Karlsruhe

DNA Loading Dye 6x Fermentas, St. Leon-Rot

DNase |, RNase-free Fermentas, St. Leon-Rot
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

iProof ™ High-Fidelity DNA Polymerase BioRad, Miinchen

Quick load 100 bp DNA Ladder New England Biolabs, Frankfurt

RNase freies Wasser Qiagen, Hilden

TAE Electrophoresis Buffer 50x Fermentas, St. L&mt-

PCR-Primer:

Hsp9: forward 5" CAAGACCAACCGATGGAGG 3
Hsp9Q: reverse 5" ACCAGCCTGCAAAGCTTCC 3
GAPDH forward 5" CAAGGTCATCCATGACAACTTTG 3
GAPDH reverse 5" GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3
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Fur die PCR-Primer wurden Arbeitsldsungen (10 ppdpih nukleasefreiem Wasser aus den
Stocklésungen (100 pmol/ul) hergestellt, aliquatierd bei -20°C aufbewahrt.

2.12. Sonstige Chemikalien

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von dEmmen Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), BD Pharmingen (Heidelberg) und Sigipaisenhofen) im Reinheitsgrad pro

analysis bezogen.

2.13. Plastik- und Glasmaterial

Das Plastik und Glasmaterial wurde von den Firmeair@r (Frickenhausen), Eppendorf
(Hamburg), Nunc (Langenselbold), Merk (Darmstadid uBD Biosciences (Heidelberg)

bezogen.

2.14. Statistik

Pro Versuch wurden mindestens zwei unabhéngige riexpete durchgefuhrt. Die Daten

werden als arithmetische Mittelwerte (MW) mit ihrStandardabweichungen (STABW) oder
Standardfehlern (SF) angegeben. Die erhaltenereldétte wurden mit Hilfe des one-way
ANOVA-Tests verglichen. Der Grenzwert der statdtsn Signifikanz wurde auf p < 0,05
festgesetzt. Die Auswertung der Daten erfolgte aeitn Programm Origin 5.0 (Microcal,

Northampton, MA, USA).
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3. Ergebnisse

3.1. Modulation der Strahlenempfindlichkeit humaner Tumorzelllinien
mittels der neuartigen HSP90-Inhibitoren NVP-AUY922und NVP-BEP800

3.1.1. Bestimmung der Zellviabilitat nach HSP90-Inibition und Bestrahlung

Um die optimale Konzentration der HSP90-Inhibitorem bestimmen wurde zuerst die
Zytotoxizitat dieser Substanzen in allen getest@emorzelllinien bestimmt. Daftr wurden
die Tumorzellen mit verschiedenen Konzentrationen NVP-AUY922, NVP-BEP800 oder

17-DMAG (0.01 - 5 pM) fir 24 h behandelt und ansdbénd ihre Viabilitat (siehe 2.4)
gemessen. Hierbei diente die metabolische Aktiatat Mafd fir die Lebensfahigkeit der
Tumorzellen nach Behandlung mit verschiedenen Kamagonen an HSP90-Inhibitoren.
Fur die Auswertung wurde die Zellviabilitat der ehlandelten Kontrollzellen auf 100%
gesetzt und die restlichen Messdaten darauf nornidéx relative Viabilitdt in Abhangigkeit

der Konzentration der HSP90-Inhibitoren ist in AbB.1.1 fir alle untersuchten
Tumorzelllinien dargestellt.

Wie in Abb. 3.1.1. zu sehen, reduzierte die Behamglimit HSP90-Inhibitoren die Viabilitat
der getesteten Tumorzelllinien in Abhangigkeit de€onzentration und des Zelltyps.
Im nanomolaren Bereich (50 — 1000 nM) war die Zabiitat der meisten Tumorzelllinien

bis auf 65% reduziert, wahrend SNB19-Tumorzellefo8Bellviabilitat aufwiesen. In dem

mikromolaren Bereich (1 - 5 uM) wurde eine Reduktiter Zellviabilitat bis auf 10 - 20% in
den Tumorzelllinien HT1080 und GaMG beobachtet; Tignorzelllinie A549 zeigte eine

Reduktion der Zellviabilitat bis auf 45%, die Turrelllinie SNB19 eine eine Reduktion der
Zellviabilitat bis auf 65%. Damit waren die Tumoaltieien A549 und SNB19 weniger

empfindlich gegenlber erhdhten Konzentrationen vblisP90-Inhibitoren als die

Tumorzelllinien GaMG und HT1080, wobei die SNB19diarzelllinie am wenigsten

empfindlich reagierte.
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Abb. 3.1.1. Zellviabilitat humaner Tumorzelllinien nach Behandlung mit HSP90-Inhibitoren.
Die Tumorzellen wurden fir 24 h mit einer Verdungsreihe von 0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 und 5 uM
NVP-AUY922 (griin), NVP-BEP800 (blau), 17-DMAG (mada) behandelt. Jeder Messpunkt stellt die relative
Viabilitat der Tumorzellen nach jeweiliger Behandjuim Vergleich zu DMSO behandelten Kontrollen dar
(MW £ STABW). Die punktierte Linie zeigt die 65%igéabilitaét der Tumorzellen (modifiziert nach Stinet

al. 2010 und reproduziert mit freundlicher Genehmiggvom Verlag Nature Publishing Group).

Fur weitere Untersuchungen wurde die Konzentratmm200 nM fir alle HSP90-Inhibitoren

ausgewahlt, bei der alle Tumorzelllinien eine Zelbiitdt von mindestens 65% aufwiesen.
Dies lag nahe bei der in der Literatur verwendéenzentration fur 17-DMAG von 100 nM

(Robles et al. 2006; Koll et al. 2008).
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3.1.2. Einfluss von HSP90-Inhibition und Bestrahlug auf die Koloniebildungsfahigkeit

Um den Effekt der neuartigen HSP90-Inhibitoren diafStrahlenantwort der Tumorzelllinien
zu bestimmen, wurden Kolonietests durchgefuhrt. Wiger Abb. 3.1.2 gezeigt, verliefen die
Zelliberlebenskurven nach Kombination der Bestraplumit HSP90-Inhibitoren im
Vergleich zu den Kontrollen viel steiler, was aufndradiosensibilisierenden Effekt der
HSP90-Inhibitoren hinweist.
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3 3 Kontrolle
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Abb. 3.1.2. Koloniebildungsfahigkeit humaner Tumorzlllinien nach Behandlung mit HSP90-Inhibitoren
und Bestrahlung. Die Abbildung zeigt die Dosis-Uberlebenskurven whisdener Tumorzelllinien nach
Behandlung mit NVP-AUY922 (griin), NVP-BEP800 (blady-DMAG (magenta) oder DMSO als Kontrolle
(schwarz) in Abhéangigkeit von der Strahlendosi®i®8 Gy), ermittelt nach dem linear-quadratischadell.
Jeder Datenpunkt stellt die Uberlebensfraktion &mmer Tumorzellen im Vergleich zu den unbestrahlte
Proben dar und ist ein Mittelwert aus zwei unabigemy Versuchen mit den entsprechenden Standardfehle
(modifiziert nach Stingl et al. 2010 und reproduzienit freundlicher Genehmigung vom Verlag Nature
Publishing Group).
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Die Tabelle 3.1.1 fasst die Uberlebensfraktien unbestrahlten Tumorzellen (PE-Werte)
sowie die strahlenbiologischen Parameter SF2 und Dach HSP90-Inhibition und
Bestrahlung als Mittelwerte aus zwei unabhangigeutander durchgeflhrten Experimenten
mit dazugehorigen Standardfehlern zusamridae.SF2-Werte geben dlgberlebensfraktion
nach Bestrahlung mit der Klinisch relevanten Ddsi&sy an. Die D10-Werte geben die
Bestrahlungsdosen an, die bendtigt werden, damb @@r Tumorzellen die Kolonie-

bildungsfahigkeit verlieren.

Tabelle 3.1.1. Plattiereffizienz sowie strahlenbiogische Parameter SF2 und D10 nach Kombination der
Bestrahlung mit HSP90-Inhibitoren in humanen Tumorzlllinien (MW + SF).

Tumorzelllinie PE SF2 Do
(Gy)
A549-DMSO 0.8+0.1 0.70+0.05 7
+AUY 0.5+£0.01 0.33+0.06 4
+BEP 0.8+0.1 0.52+0.1 5
+17-DMAG 0.7+0.1 0.41+0.08 4
GAMG -DMSO 0.310.1 0.84+0.01 8
+AUY 0.1+0.0 0.46+0.04 4
+BEP 0.3+0.1 0.57+0.08 5
+17-DMAG 0.1+0.05 0.44+0.02 4
HT1080-DMSO 0.1+£0.04 0.81+0.0 7
+AUY 0.02+0.03 0.63+0.2 5
+BEP 0.1+0.03 0.59+0.2 6
+17-DMAG 0.03+0.01 0.70+0.1 6
SNB19DMSO 0.3+0.1 0.53+0.3 6
+AUY 0.2+0.1 0.40+0.3 4
+BEP 0.2+0.1 0.45+0.2 5
+17-DMAG 0.1+0.1 0.53+0.2 5

Wie in Tabelle 3.1.1 ersichtlich, reduzierie dlleinige Behandlung mit NVP-AUY922
und 17-DMAG die Uberlebensfraktion der Tumorzellender A549-Tumorzelllinie war die
Plattiereffizienz nach alleiniger Behandlung mit RMAUY922 um den Faktor 1.6 und nach
Behandlung mit 17-DMAG um den Faktor 1.2 reduziet/ergleich zur Plattiereffizienz der

Kontrollen. In der GaMG-Tumorzelllinie war die Riateffizienz nach alleiniger Behandlung
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mit NVP-AUY922 oder 17-DMAG um ein Drittel reduztem Vergleich zu den Kontrollen.
In der HT1080-Tumorzelllinie war die Plattierefeniz nach alleiniger Behandlung mit
NVP-AUY922 oder 17-DMAG um den Faktor 5 im Vergleizur 10%igen Plattiereffizienz
der Kontrollen reduziert. In der Tumorzelllinie SMNB war die Plattiereffizienz nach
alleiniger Behandlung mit NVP-AUY922 um den Fakiob und nach alleiniger Behandlung
mit 17-DMAG auf ein Drittel reduziert im Vergleickur 30%igen Plattiereffizienz der
Kontrollen. Nach alleiniger Behandlung mit NVP-BE®S waren die PE-Werte der
Tumorzelllinien A549, GaMG und HT1080 nicht beeirs#t, wahrend die mit NVP-BEP800
behandelten SNB19-Tumorzellen eine verminderte Kieluldungsfahigkeit um einen Faktor
von 1.5 im Vergleich zu den Kontrollzellen aufwiese

Nach Kombination der Bestrahlung mit HSP9OWithren wurden geringere SF2- und
D10-Werte nach als nach alleiniger Bestrahlungi@rteDabei hatte NVP-AUY922 meistens
eine starkere radiosensibilisierende Wirkung alsPNBEP800. Wie in der Tabelle 3.1.1
ersichtlich, zeigte die A549-Tumorzelllinie eine dri&tion der SF2-Werte um den Faktor 2
nach Behandlung mit NVP-AUY922, um den Faktor lacmBehandlung mit 17-DMAG
und um den Faktor 1.3 nach Behandlung mit NVP-BBEPBA Vergleich zu alleiniger
Bestrahlung. Dazu wurden die D10-Werte um einentdfakon 1.8 nach Behandlung mit
NVP-AUY922 und 17-DMAG und um den Faktor 1.4 nacgthBndlung mit NVP-BEP800 im
Vergleich zu alleiniger Bestrahlung reduziert. ler ciGaMG-Tumorzelllinie waren die SF2-
Werte um Faktor 1.8 nach Behandlung mit NVP-AUY @22 17-DMAG und um Faktor 1.5
nach Behandlung mit NVP-BEP800 im Vergleich zu ialtger Bestrahlung reduziert.
Die D10-Werte waren um einen Faktor von 2 nach Bahag mit NVP-AUY922 und 17-
DMAG und um den Faktor 1.6 nach Behandlung mit NBREP800, im Vergleich zu
alleiniger Bestrahlung, reduziert. Die TumorzeldirtHT1080 zeigte eine Reduktion der SF2-
Werte um den Faktor 1.3 nach Behandlung mit NVP-ARY oder 17-DMAG und um den
Faktor 1.2 nach Behandlung mit NVP-BEP800 im Veoyleu alleiniger Bestrahlung. Dazu
wurden die D10-Werte um den Faktor 1.4 nach Beheangdmit NVP-AUY922 und um den
Faktor 1.2 nach Behandlung mit NVP-BEP800 oder MAG, im Vergleich zu alleiniger
Bestrahlung, reduziert. In der SNB19-Tumorzelllimiaren die SF2-Werte um den Faktor 1.2
nach Behandlung mit NVP-AUY922 und NVP-BEP800 reduzwahrend nach Behandlung
mit 17-DMAG keine Reduktion der SF2-Werte gemesserde. Die D10-Werte waren um
den Faktor 1.5 nach Behandlung mit NVP-AUY922 undden Faktor 1.2 nach Behandlung
mit NVP-BEP800 oder 17-DMAG, im Vergleich zu allgjar Bestrahlung, reduziert.
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In weiteren Experimenten, die in den folgendapiteln beschrieben werden, wurden
maogliche zellulare Antworten (Zellzyklusarrest, Reggur der DNA-Schaden, Zelltod)
untersucht, um den Mechanismus der beobachtetemodeadibilisierung nach HSP90-
Inhibition mittels NVP-AUY922 und NVP-BEP800 in dagetesteten Tumorzelllinien zu

erklaren.

3.1.3. Messung der subG1-Fraktion nach HSP90-Inhibon und Bestrahlung

Um das Ausmald des zellularen Absterbens nach H8®Pdfition und Bestrahlung zu
bestimmen, wurde der prozentuale Anteil an Tuméaemit hypodiploidem DNA-Gehalt
sowie Zelltrimmern (subG1-Fraktion) in jede Popolatmittels Durchflusszytometrie wie
bereits beschrieben (Djuzenova & Flentje 2002) yaalt. Damit kdnnen Anzeichen von
Spatapoptose detektiert werden. Nach BehandlungH®R90-Inhibitoren (200 nM, 24 h),
wurden sowohl die adh&renten als auch die abgelG&tenorzellen gesammelt, fixiert und
mit Pl gefarbt. Die Detektion der Fluoreszenziniis/on Pl wurde durchflusszytometrisch
im logarithmischen Modus analysiert.

Reprasentative FACS-Analysen der subG1-Frakiiemaner Tumorzellen nach alleiniger
Behandlung mit HSP90-Inhibitoren sind in der Abkl.3 gezeigt. Die Abb. 3.1.4 fasst die
gemittelten Ergebnisse der FACS-Analysen mit ihn&andardfehlern aus drei unabhangig

voneinander durchgefiihrten Versuchen fir alle ¢getims Tumorzelllinien zusammen.
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Abb. 3.1.3. SubGl1-Fraktion nach alleiniger Behandlng humaner Tumorzelllinien mit HSP90-Inhibitoren.
Fir die FACS-Analysen wurden adhéarente und abgeldstlen geerntet, fixiert und mit Pl in Anweserithedn
RNase gefarbt, dann durchfluszytometrisch im ldabarischen Modus analysiert. Die Abbildung stelfindsentative
FACS-Analysen dar, wobei die angegebenen Zahlempd®rentualen Anteil der subG1-Fraktion angeben.
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Abb. 3.1.4. SubGl-Fraktion nach alleiniger Behandlung humaner Tumorzelllinien mit den HSP90-
Inhibitoren NVP-AUY922, NVP-BEP800 oder 17-DMAG. Die Abbildung fasst die gemittelten Ergebnisse
der FACS-Analysen mit den entsprechenden Standdedfe aus drei unabhangigen Versuchen fiur alle
getesteten Tumorzelllinien zusammen und erganzt 81b3.

Wie in Abb. 3.1.3 und Abb. 3.1.4 ersichtlitdetrug der Anteil der subG1-Fraktion in den
Kontrollproben circa 5% fur die Tumorzelllinien HI80 und GaMG und unter 5% flr die
Tumorzelllinien A549 und SNB19. Die subGl-Fraktiaer GaMG-Tumorzellen stieg
beinahe um das 3-fache nach Behandlung mit NVP-A22Y8der 17-DMAG und um das
2-fache nach Behandlung mit NVP-BEP800 im Vergleizhr Kontrolle. In der
Tumorzelllinie HT1080 wurde ein Anstieg der subQalEion um das 4-fache nach
Behandlung mit NVP-AUY922 oder 17-DMAG und um da$aBhe nach Behandlung mit
NVP-BEP800 im Vergleich zur Kontrolle erreicht. Ragn konnte keine signifikante
Veranderung beziglich der subG1-Fraktion nach Balhag mit HSP90-Inhibitoren in den
Tumorzelllinien A549 und SNB19 verzeichnet werden.

Weiterhin wurden subG1-Analysen nach Komboratider HSP90-Inhibition mit
Bestrahlung durchgefiihrt. Daflr wurden die Tumdezeimit HSP90-Inhibitoren (200 nM,
24 h) behandelt und danach mit 8 Gy bestrahlt. &smtative FACS-Analysen der subG1-
Fraktion humaner Tumorzellen, die mit HSP90-Inluteh behandelt wurden, 24 h und 48 h
nach der Bestrahlung (post-IR), sind in Abb. 3.1BAargestellt.
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Abb.3.1.5A. SubG1-Fraktion in der A549-Tumorzelllinie nach HSP90-Inhibition und IR. Die Tumorzellen

wurden mit verschiedenen HSP90-Inhibitoren behandielnn mit 8 Gy bestrahlt und anschlieend incligsn

DMEM bis zu Analyse inkubiert. Die Abbildung zeigtprasentative FACS-Analysen 24 h und 48 h nach der
Bestrahlung. Die angegebenen Zahlen stellen denzeptoalen Anteil

Publishing Group).
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Abb.3.1.5B. SubG1-Fraktionin der GaMG-Tumorzelllinie nach HSP90-Inhibition und IR. Fir Legende siehe
Abb. 3.1.5A.

50



Ergebnisse

HT1080
24 h post-IR 48 h post-IR

0 Gy 8 Gy 0 Gy 8 Gy

6% . 1% 3% . 8%
o
9p)]
z £ £ £ £
(@]
N 10% 1% 16% 24%
e T ) e — R —
.
o
>
=2

| ™

o 8 8
2 4% % 3% 8%
o
L
clﬂ g ] ] ;
o
2 u
=2
o 5% % 15% 16%
X T T "D T w,
2 € ] ] o
N~
—

PI/DNA-Gehalt, a. u.

Abb.3.1.5C. SubG1-Fraktionin der HT1080-Tumorzelllinie nach HSP90-Inhibition und IR. Fir Legende siehe
Abb. 3.1.5A.
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Abb.3.1.5D. SubG1-Fraktionin der SNB19-Tumorzelllinie nach HSP90-Inhibition und IR. Fir Legende siehe

Abb. 3.1.5A.
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Die Abb. 3.1.6 stellt die gemittelten Ergelseisder subGl-Messungen mit ihren
Standardfehlern aus drei unabhangig voneinandechdafihrten Versuchen fir alle

getesteten Tumorzelllinien dar.
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Abb. 3.1.6. subG1l-Analysein humanen Tumorzelllinien nach HSP90-Inhibition urd Bestrahlung.
Die Abbildung fasst die gemittelten Ergebnisse debGl-Messungen mit ihren Standardfehlern aus drei
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Versuchemlférgetesteten Tumorzelllinien zusammen und etgén
Abb. 3.1.5. Die gestrichelte Linie verdeutlicht derozentuallen Anteil der subG1-Fraktion in der Kolte
(DMSO, 0 Gy).
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Wie in Abb. 3.1.6 ersichtlich, blieben die Werder subG1l-Fraktion in der A549-
Tumorzelllinie unter 5%, unabhangig von der Behandlund Bestrahlung. In den anderen
untersuchten Tumorzelllinien wurde ein deutlichersleg der subG1-Fraktion nach einer
Behandlung mit HSP90-Inhibitoren im Vergleich zund€ontrollen detektiert. Dabei betrug
die subG1-Fraktion der GaMG-Tumorzelllinie circa?3Mach alleiniger Behandlung mit
NVP-AUY922 und circa 20% nach alleiniger Behandlung 17-DMAG. In der HT1080-
Tumorzelllinie war die subG1l-Fraktion auf circa 158&ch alleiniger Behandlung mit
NVP-AUY922 angestiegen, wahrend die mit NVP-BEP&er 17-DMAG behandelten
Tumorzellen eine subG1-Fraktion unter 10% zeigéh l{-Werte). Die subG1l-Fraktion der
SNB19-Tumorzelllinie betrug etwa 15% nach alleimi@ehandlung mit HSP90-Inhibitoren
(48 h-Werte).

Nach Kombination der Bestrahlung mit HSP90-Inhitgto stieg die subGl-Fraktion um
maximal 5% im Vergleich zur alleinigen HSP9O0-Inhidm, aul3er nach der Behandlung der
GaMG-Tumorzelllinie mit NVP-BEP800, wo ein Anstiegr subG1-Fraktion um etwa 10%

im Vergleich zur alleinigen HSP90-Inhibition gemassvurde.

3.1.4. Einfluss von HSP90-Inhibition und Bestrahlug auf die Expression von Apoptose-

regulierenden Proteinen

In weiterfuhrenden Versuchen wurde das Ausmal} deopfose mittels Western Blot
untersucht. Dazu wurde die Expression diverser eiftef welche den Apoptose-
Signaltransduktionsweg direkt oder indirekt regeie darunter HSP90, HSP70, RAF-1,
AKT, pAKT, Survivin, p53, sowie die Expression akérter Caspase-3 als Apoptosemarker
bestimmt. Es ist anzumerken, dass RAF-1, AKT, pARTrvivin und p53 Klientenproteine
von HSP90 sind. Die Tumorzellen wurden mit HSP3@iditoren behandelt und mit 8 Gy
bestrahlt. Dreil3ig Minuten und 24 h nach der Bédtrag wurden Zellextrakte hergestellt und
anschlieBend Western-Blot-Analysen durchgefihrt.

Reprasentative Western-Blot-Analysen der m8PHO-Inhibitoren behandelten Tumor-
zellen 30 min nach der Bestrahlung sind in der Abb.7 dargestellt.
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Abb. 3.1.7. Expression diverser Proteine in den Tuorzelllinien A549, HT1080, GaMG und SNB19 nach
HSP90-Inhibition, 30 min nach Bestrahlung.Die Expression der Chaperone HSP90 und HSP78E90-
Klientenproteine RAF-1, AKT, pAKT, Survivin und p5®wie der aktivierten Caspase-3 als Apoptosemarker
wurde mittels Western Blot analysiert. Das Verhaluoher integralen Dichte der Proteinbanden zu fléktin
Banden als Ladekontrolle ist durch die Zahlen argeg. N.d., nicht detektierbar. (modifiziert na¢im@ et al.
2010 und reproduziert mit freundlicher Genehmiguom Verlag Nature Publishing Group).
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Wie in der Abb. 3.1.7 gezeigt, konnte einetgigerte Expression von HSP90 und HSP70
nach alleiniger Behandlung mit HSP90-InhibitorenG@ Spalte) in allen Tumorzelllinien
beobachtet werden.

Die Expression der anti-apoptotischen HSP9@énproteine AKT und dessen aktivierte
Form, pAKT, wurde nach HSP90-Inhibition in allenteggeten Tumorzelllinien reduziert.
Hierbei wurde infolge der HSP90-Inhibition einerk&a Reduktion des pAKT-Proteins bis
unter die Nachweisgrenze erreicht, bei einer Rednldes AKT-Proteins auf 60 bis 80%, je
nach Tumorzelllinie.

In den Tumorzelllinien A549 und HT1080 konnich HSP90-Inhibition eine gesteigerte
Expression des p53-Proteins, eines anderen HSHE60t&hproteins, gezeigt werden.
Wahrend GaMG-Tumorzellen eine erhohte Expression pd3 nach HSP90-Inhibition
aufwiesen, blieb die Expression des p53-Proteir@&NB19-Tumorzellen unverandert.

Die Expression von Survivin, ein weiteres HGHJentenprotein, zeigte ein
zelltypabhangiges Muster nach HSP90-Inhibition. Yeatd in der A549-Tumorzelllinie eine
Reduktion von Survivin nach Behandlung mit NVP-AW2oder 17-DMAG verzeichnet
wurde, konnte eine gesteigerte Expression dieseteiRs nach Behandlung der HT1080-
Tumorzelllinie mit HSP90-Inhibitoren beobachtet dem. Dagegen blieb die Expression von
Survivin nach Behandlung der Tumorzelllinien GaM@JIUSNB19 mit HSP90-Inhibitoren
unverandert im Vergleich zu den Kontrollen.

Die Expression des anti-apoptotischen HSP9€nkdnproteins RAF-1 war infolge der
HSP90-Inhibition in allen getesteten Tumorzelllmreduziert.

Nach Behandlung der HT1080- und GaMG-Tumoerelinit HSP90-Inhibitoren konnte
aulRerdem die aktivierte Caspase-3 als Apoptosemadetektiert werden, wahrend in den
Tumorzelllinien A549 und SNB19 kein Signal festgdistverden konnte.

Die Bestrahlung allein hatte keinen Einflus$ die Expression der meisten untersuchten
Proteine (8 Gy Spalte). Dagegen zeigte RAF-1 eimatlidthe Uberexpression infolge der
Bestrahlung im Vergleich zu den unbestrahlten Kallgroben in allen untersuchten
Tumorzelllinien, auRer GaMG.

Die Expression der untersuchten Proteine rémmbination der HSP90-Inhibition mit
Bestrahlung war @hnlich wie nach alleiniger Behandlmit HSP90-Inhibitoren.

Reprasentative Western-Blot-Analysen 24 h rmdmhBestrahlung sind in der Abb. 3.1.8

fur alle getesteten Tumorzelllinien zusammengefasst
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Abb. 3.1.8. Expression diverser Proteine in den Tuorzelllinien A549, HT1080, GaMG und SNB19 nach
HSP90-Inhibition, 24 h nach der Bestrahlung.Eine reprasentative Western-Blot-Analyse der Chaper
HSP90 und HSP70, der HSP90-Klientenproteine RARKIT, pAKT, Survivin sowie des inaktivierten PARP-
Proteins als Apoptosemarker ist gezeigt. Das Varisadler integralen Dichte der Proteinbanden zuarpdaktin
Banden als Ladekontrolle ist durch die Zahlen arfeg. N.d., nicht detektierbar.

Wie in der Abb. 3.1.8 ersichtlich, war die Eegsion von HSP90 und HSP70 nach

Behandlung mit HSP90-Inhibitoren 24 h nach dem Aasslen der Testsubstanzen immer

noch hochreguliert, unabhangig von der Bestrahlung.
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Dagegen konnte keine Depletion des AKT-Prate2d h nach dem Auswaschen der
Testsubstanzen aus dem Kulturmedium detektiert emgrdnabhéngig von den verwendeten
HSP90-Inhibitoren und Bestrahlung.

In der Tumorzelllinie A549 wurde eine gesteigeExpression von p53 nach Behandlung
mit HSP90-Inhibitoren detektiert, unabhangig vom 8estrahlung. In der Tumorzelllinie
HT1080 stieg die Menge des p53-Proteins nach Betmagdmit NVP-AUY922 oder
17-DMAG. In der GaMG-Tumorzelllinie wurde eine ehté@ Expresion von p53 nach
Behandlung mit NVP-AUY922 und NVP-BEP800 detektiertach Kombination der
Bestrahlung mit NVP-AUY922 oder 17-DMAG wurde eifeduktion dieses Proteins
erreicht.

Die Menge an Survivin war in den mit NVP-AUYB2oder 17-DMAG behandelten
Tumorzelllinien A549 und GaMG reduziert. Dagegeielbdie Expression von Survivin nach
alleiniger Behandlung mit HSP90-Inhibitoren in d8NB19- und HT1080-Tumorzelllinien
unverandert. In den meisten Tumorzelllinien bliele d&Expression von Survivin nach
Kombination der HSP90-Inhibition mit Bestrahlunghith wie ohne Bestrahlung. AulRerdem
wurde eine Reduktion der Survivin-Proteinmengeen chit NVP-AUY922 oder 17-DMAG
behandelten und bestrahlten HT1080-Tumorzellerktete

Die Menge an RAF-1-Protein in den mit NVP-Al®22 oder 17-DMAG behandelten
Tumorzellen war im Vergleich zur Kontrolle reduziein den A549-Tumorzellen, die mit
NVP-BEP800 behandelt wurden, war die Menge an RA¥diein 24 h nach dem
Auswaschen der Testsubstanzen &hnlich wie in demirélizellen. In den mit NVP-BEP800
behandelten Tumorzelllinien HT1080, GaMG und SNBiI& die Expression von RAF-1
geringer als in den Kontrollen, aber hoher als ém anit NVP-AUY922 oder 17-DMAG-
behandelten Proben, unabhéngig von der Bestrahlung.

Inaktiviertes PARP als Apoptosemarker wurdehrdehandlung mit HSP90-Inhibitoren in
den meisten Tumorzelllinien, aul3er in der A549-Turmblinie, nachgewiesen.

Zusammengefasst zeigten die Western-Blot-Aseady der Proteine, die Apoptose
regulieren, dass die neuartigen HSP90-Inhibitoramosl pro-apoptotische (Depletion von
AKT und RAF-1, Caspase-3-Aktivierung, PARP-Inakeiting) als auch anti-apoptotische
Effekte (Hochregulation von HSP90 und HSP70) in destrahlten Tumorzellen induzieren.
Daher kann die Apoptoseinduktion nur teilweise Biadiosensibilisierung nach HSP90-

Inhibition erklaren.

58



Ergebnisse

3.1.5. Messung der DNA-Fragmentierung nach HSP90-hibition und Bestrahlung

Um einen weiteren mdglichen Grund fir die Radiod®iserung nach HSP90-Inhibition zu
untersuchen, wurde das Ausmall an DNA-Fragmentiermagh Behandlung mit
verschiedenen HSP90-Inhibitoren und Bestrahlung @it Gy in den getesteten
Tumorzelllinien mittels Comet Assay ermittelt. DBENA-Fragmentierung wurde lber den
TM-Wert, definiert als Produkt aus DNA im Kometehgeif (in %) und Schweiflange
guantifiziert. Die TM-Werte wurden unmittelbar nadér Bestrahlung, sowie 10 min, 20 min
und 30 min danach gemessen. Die DNA-Schaden uripaitteach der Bestrahlung sowie der
Verlauf deren Reparatur innerhalb von 30 min sindder Abb. 3.1.9 fur die getesteten
Tumorzelllinien dargestellt.

Wie in der Abb. 3.1.9 ersichtlich, waren dieitialen TM-Werte der mit HSP90-
Inhibitoren-behandelten und bestrahlten Probenrigied als diejenigen der bestrahlten,
unbehandelten Proben (zu 100% gesetzt): zwischéf &% 65% in den Tumorzelllinien
A549 und HT1080, sowie zwischen 75% und 90% in demorzelllinien GaMG und
SNB19.
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Abb. 3.1.9. DNA-Fragmentierung in humanen Tumorzelinien nach HSP90-Inhibition und Bestrahlung.
Die Tumorzellen wurden mit NVP-AUY922 (griin), NVFEB800 (blau), 17-DMAG (magenta) oder DMSO
(schwarz) behandelt und mit 8 Gy bestrahlt. Die ihimg zeigt den Abbau der initialen DNA-Schademid
nach Bestrahlung) in Abhangigkeit von der Zeit.efeBunkt stellt den TM-Mittelwert aus 150 Kernero pr
Bedingung aus zwei
Standardabweichungen dar, normiert auf die DMSOabeélten, bestrahlten Proben (zu 100% gesetzt).
Die Kurven zeigen eine Trendlinie der experimentelDaten, ermittelt mit der exponentiellen Funktion
Die Zahlen geben die Halbwertszeif,{) der DNA-Reparatur nach jeder Behandlung an (nmdit nach Stingl

et al. 2010 und reproduziert mit freundlicher Gengflung vom Verlag Nature Publishing Group).

unabhéangig voneinander

durchgefti Versuchen mit

ihren dazugehérigen

Die TM-Mittelwerte aus zwei unabhangig voneider durchgefiihrten Versuchen mit

ihren Standardabweichungen, sowie die ermitteltalibwertszeiten der DNA-Reparatus f)
und das Verhaltnis der Halbwertszeit der DNA-Reparanach HSP90-Inhibition und
Bestrahlung zu den entsprechenden DMSO behandéksirahlten Proben sind in Tabelle

3.1.2 zusammengefasst.
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Tabelle 3.1.2. DNA-Fragmentierung mittels Comet Asg/ in vier Tumorzelllinien nach HSP90-Inhibition
und Bestrahlung.

TM. TM. 8 Gy (a. u.) .
Zellinie Behandlung 0 Gy i Gl
(a. u.) 0 min 30min Tz DMSO
DMSO  08:01 85t27 09:06 28
+AUY  09+0.2 3802  1.0+07 4 1.4
DMSO 08104 128:88 1008 32
AR +BEP  0.8:0.1 48+11 09:0.4 54 1.6
DMSO  0.7¢0.3 9.1:0.8  14+14 3
+17-DMAG 0.9+0.2 6.7+0.6  1.4+12 3.2 1
DMSO  09:01 7.5:0.7  09:03 238
+AUY  1.0:0.01 6.0+15 1.2+0.1 3.6 1.3
DMSO 11202 126+30 13%01 32
ClIE +BEP 11401 9.3%02 14403 35 1
DMSO 11201 8824  11:04 2.7
+17-DMAG 1.0:0.1 7.8+23  1.2+0.6 3.9 1.4
DMSO  15:10 2090+42 16+11 3
+AUY  08:0.1 11.5+32 1.3:0.1 2.9 1
DMSO 14308 17.1¢11 13%05 38
HT1080 | ,gEp 12404 105+1.8 1.2:04 4 1.1
DMSO  2.1:11 157+47 18+11 34
+17-DMAG 1.2¢0.3 9.1+2.1  15¢05 25 0.7
DMSO  1.0+0.01 7.1¢01  1.1:01 25
+AUY  1.0:0.1 59+0.1  1.3+0.1 35 1.3
DMSO  12:04 7.7¢+33 14304 23
SNBI9 | ,BEP  00:001 6.3t25 18:08 3.4 1.4
DMSO  12+01 94%08  14:01 2.7
+17-DMAG 0.8+0.1 6.9+1.6  1.6+0.1 4.8 1.8

Die Tabelle enthalt die TM-Mittelwerte (arbitraryits, a. u.) aus jeweils 150 Kernen pro Bedingung awei

unabhangig voneinander durchgefihrten Versuchenhngh dazugehdrigen Standardabweichungen, sowie di

Halbwertzeiten der DNA-Reparatur; ) und das Verhéltnis der Halbwertzeit der DNA-Regpar nach HSP90-
Inhibition und Bestrahlung zu den entsprechenderSDMbehandelten, bestrahlten Proben.
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Wie in Tabelle 3.1.2 gezeigt, war die Halbweeit, die zum Abbau der DNA-
Fragmentierung in den meisten mit HSP90-Inhibitdsehandelten und zusatzlich bestrahlten
Tumorzellen (auRer HT1080) bendtigt wurde, grofdsrrach alleiniger Bestrahlung (um
einen Faktor zwischen 1.3 und 1.6). Diese Ergebrisgen eine langsamere Abbaukinetik
der strahleninduzierten DNA-Fragmentierung nach $®BRhibition nahe, trotz geringerer

DNA-Fragmentierung als in den Kontrollproben.
3.1.6. Messung der DNA-Schaden nach HSP90-Inhibitiaund Bestrahlung

Um die beobachtete Radiosensibilisierung zu erklgibb. 3.1.2), wurde weiterhin die
Auswirkung der HSP90-Inhibition in Kombination nmiestrahlung auf die Induktion und
Reparatur der DNA-Schaden ermittelt. Dies erfolgiber die Messung der Expression des
phosphoryliertem Histons H2AX yl2AX) als spezifischen Nachweis der DNA-
Doppelstrangbriche (Rogakou et al 1998). Dazu wurde Tumorzellen mit HSP90-
Inhibitoren behandelt, mit 8 Gy bestrahlt und atie@end 30 min, 24 h und 48 h nach der
Bestrahlung im FACS analysiert. DgH2AX-Gehalt wurde durchflusszytometrisch tber
FITC-markierten AntikGrpern gegefi2AX bestimmt.

Reprasentative FACS-Analysen aus mindestegisudiabhangigen Versuchen sind in der
Abb. 3.1.10 gezeigt. Der Vergleich der Fluoreszetezisititen der unbestrahlten
Kontrollproben (DMSO, ungefiillte Histogramme, ersieihe) verdeutlicht, dass die
endogene Expression votH2AX je nach Tumorzelllinie variieren kann. Dabaigte die
Tumorzelllinie HT1080 die niedrigste (46 a. u.) utieé Tumorzelllinie GaMG die hoéchste
Fluoreszenzintensitat (78 a. u.), wahrend die Tueithinien A549 und SNB19 ahnliche
Hintergrundfluoreszenz um 60 a. u. aufwiesen.

Die alleinige Behandlung mit HSP90-Inhibitor@bb. 3.1.10, ungefillte Histogramme,
2., 3. und 4. Reihe) fuhrte zu signifikanten Vergmuhgen der Expression vghi2AX im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (ersttv@eDabei zeigten die Histogramme der
meisten Tumorzelllinien nach Behandlung mit HSP®@iditoren eine bimodale Verteilung,
bestehend aus Subpopulationen mit unterschiedlidéepressionen vonyH2AX: eine
Subpopulation mit niedrigeregH2AX-Gehalt und eine Subpopulation mit hoheyet2AX-
Gehalt.
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NVP-BEP800 NVP-AUY922 DMSO

17-DMAG

A549 GaMG HT1080 SNB19

139 3 408

310 22(45%)

56(40%) R 312(46%) 136(50%) 278(63%)

283 22(56%)

S1(53%),

312(40%)

7 300

N 349

286(60%)

261(40%) 40(37%)

YH2AX, a. u.

Abb. 3.1.10. Expression voryH2AX nach Behandlung humaner Tumorzelllinien mit HSP90-Inhibitoren

30 min nach der Bestrahlung.Die Tumorzellen wurden mit HSP90-Inhibitoren behalhdmit 8 Gy bestrahlt,
dann fixiert, mit antyH2AX FITC-gekoppelten Antikérpern gefarbt und ansgbend durchflusszytometrisch
im logarithmischen Modus analysiert. Die Abbildusgllt reprasentative FACS-Analysen der unbesgahlt
(ungefiillte Histogramme) und bestrahlten (gefiifiistogramme) Tumorzellen dar. Die mittlere Intedisider
grinen Fluoreszenz, die dem Gehalty&2AX in den Tumorzellen entspricht, ist durch Zahlengegeben
(modifiziert nach Stingl et al. 2010 und reproduzieit freundlicher Genehmigung vom Verlag Nature
Publishing Group).
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Drei3ig Minuten nach der Bestrahlung (Abb..B0] geflllte Histogramme) konnte eine
gesteigerte Expression vghl2AX um einen Faktor von 2 bis 4, je nach Tumolized, im
Vergleich zu den unbestrahlten Proben gemesserewerd

Nach Kombination der Bestrahlung mit HSP90hitbren wurde eine erhdhte Expression
vonyH2AX im Vergleich zu alleiniger Bestrahlung detekti Dabei stieg die Expression von
yH2AX in der A549-Tumorzelllinie nach Kombination rdeBestrahlung mit HSP90-
Inhibitoren um etwa 20% im Vergleich zu alleinigggstrahlung. In den bestrahlten GaMG-
Tumorzellen stieg die Expression vorH2AX um etwa 50% nach Behandlung mit
NVP-AUY922 oder 17-DMAG, sowie um etwa 40% nach &atlung mit NVP-BEP800 im
Vergleich zu alleiniger Bestrahlung. In den bedteah HT1080-Tumorzellen stieg die
Expression voryH2AX um etwa 80% nach Behandlung mit NVP-AUY922, etwa 70%
nach Behandlung mit NVP-BEP800 und um 50% nach Bdlbhag mit 17-DMAG im
Vergleich zu alleiniger Bestrahlung. Aul3erdem zngtlie Histogramme der meisten mit
HSP90-Inhibitoren behandelten und zuséatzlich bekéia Tumorzelllinien (aul3er der A549-
Tumorzelllinie) eine unimodale Verteilung der Fleszenzintensitat, im Vergleich zu der
bimodalen Verteilung, die nach alleiniger HSPOOHitlon beobachtet wurde. Die mit
HSP90-Inhibitoren behandelten und zusatzlich bek&a A549-Tumorzellen zeigten
weiterhin eine bimodale Verteilung dgi2AX-Expression.

Um den Einfluss der HSP90-Inhibition und Baklung auf die Reparatur der induzierten
DNA-Schaden zu bestimmen, wurde die ExpressiorHig®nsyH2AX nach 24 h und 48 h
Reparaturzeit gemessen. Reprasentative FACS-Amasysd in der Abb. 3.1.11 dargestellt.
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A) A549
DMSO NVP-AUY922 NVP-BEP800 17-DMAG
25
oah| E k 5 ;
48h| £
YH2AX, a.u
B) GaMG
DMSO NVP-AUY922 NVP-BEP800 17-DMAG
24h|
48h| ¢

YH2AX, a.u.

Abb. 3.1.11A und B. Expression voryH2AX in den Tumorzelllinien A549 und GaMG nach Behadlung
mit HSP90-Inhibitoren, 24 h und 48 h nach der Besahlung. Die Abbildung stellt reprasentative FACS-

Analysen der unbestrahlten (ungefillte Histogramuore) bestrahlten (gefiillte Histogramme) Tumorzetan.
Die mittlere Intensitat der griinen Fluoreszenz ybl2AX ist durch die Zahlen angegeben (modifiziercima

Stingl et al. 2010 und reproduziert mit freundlicenehmigung vom Verlag Nature Publishing Group).
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C) HT1080
DMSO NVP-AUY922 NVP-BEP800 17-DMAG
24h| ¢ ; ; ;
48h| ¢ ; ; ;
YH2AX, a.u.
D) SNB19
DMSO NVP-AUY922 NVP-BEP800 17-DMAG
24h| 4 : : 2
48h| ¢ ; ; :

yH2AX, a.u.

Abb. 3.1.11C und D. Expression vonyH2AX in den Tumorzellinien HT1080 und SNB19 nach
Behandlung mit HSP90-Inhibitoren, 24 h und 48 h nde der Bestrahlung.Fir Legende siehe Abb. 3.1.11A.

66



Ergebnisse

Wie in der Abb. 3.1.11A bis D (ungefullte Higtamme) ersichtlich, zeigten die mit
NVP-AUY922 oder 17-DMAG behandelten Tumorzellliniers zu 48 h nach der HSP90-
Inhibition einen héherepH2AX-Gehalt im Vergleich zu den unbehandelten Kolten, was
auf unreparierte DNA-Schaden hinweist. Hierbei kam zu einer gesteigerterH2AX-
Expression um den Faktor 2 in den Tumorzelllinieb4® und GaMG im Vergleich zur
Hintergrundexpression des HistonBl2AX der unbehandelten Kontrollen (48 h-Werte).
In der Tumorzelllinie HT1080 kam es zu einer gegdenyH2AX-Expression um den
Faktor 2 nach Behandlung mit NVP-AUY922 und um dixktor 3 nach Behandlung mit
17-DMAG (48 h -Werte). In der Tumorzelllinie SNBk@m es zu einer gesteigertgi2AX-
Expression um den Faktor 2.5 nach Behandlung miPMWY922 und um den Faktor 4
nach Behandlung mit 17-DMAG (48 h-Werte). Nach Betiang mit NVP-BEP800 wurde
eine geringereyH2AX-Expression bis zu 48 h danach beobachtet uachitd weniger
unreparierte DNA-Schaden im Vergleich zur NVP-AU®29@der 17-DMAG-Behandlung in
den meisten Tumorzelllinien (auer HT1080). Dabeigten die mit NVP-BEPS800
behandelten A549-Tumorzellen 48 h danach gleicHé2AX-Expression wie die
unbehandelten Kontrollen. Die mit NVP-BEP800 belediesh GaMG- und SNB19-
Tumorzellen hatten eine um den Faktor 1.4 erhgH@BAX-Expression im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen. In der Tumorzelllinie HIBD war dieyH2AX-Expression nach
der Behandlung mit NVP-BEP800 um den Faktor 2 erh@nlich wie nach einer
Behandlung mit NVP-AUY922.

Nach Kombination der HSP90-Inhibition mit Be&iung (Abb. 3.1.11, gefillte
Histogramme) wurde bis zu 48 h nach der Bestrahlonden meisten Tumorzelllinien ein
hohereryH2AX-Gehalt im Vergleich zu den bestrahlten Prolggmessen, was auf einen
Einfluss der HSP90-Inhibitoren mit der Reparatur dgahleninduzierten DNA-Schaden
hinweist. Dies zeigt sich durch eine gesteiget#2AX-Expression nach Behandlung der
A549-Tumorzelllinie mit NVP-AUY922 (um circa 30%)ach Behandlung der GaMG-
Tumorzellen mit NVP-AUY922 (um circa 60%) oder N\BEP800 (um circa 40%), nach
Behandlung der HT1080-Tumorzellen mit NVP-BEP80n (airca 80%) oder 17-DMAG
(um circa 60%) sowie nach Behandlung der SNB19-Traeilen mit NVP-BEP800 (um circa
20%) oder 17-DMAG (um circa 50%) im Vergleich zitHi2AX-Expression nach alleiniger
Bestrahlung (Werte nach 48 h post-IR).
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3.1.7. Einfluss von HSP90-Inhibition und Bestrahlug auf die Expression von DNA-
Reparaturproteinen

Da ein erhohteryH2AX-Gehalt bis zu 48 h nach HSP90-Inhibition aikei oder in
Kombination mit Bestrahlung auf eine verzégerte DR@paratur hinweist, wurde die
Expression der DNA-Reparaturproteine KU70, KU80,0®%A und DNA-PK (NHEJ) sowie
von RAD51 und BRCA2 (HR) in allen getesteten Tunetiimien mittels Western Blot
analysiert. Daftr wurden die Tumorzellen mit HSRSIBibitoren behandelt und mit 8 Gy
bestrahlt. Die Expression der erwé&hnten ProteinenBOnach der Bestrahlung sind in den
Abb. 3.1.12A und B dargestellt.

Wie in der Abb. 3.1.12A und B gezeigt, wareedeutliche Reduktion der Menge an KU70
in den mit HSP90-Inhibitoren behandelten Tumorzelta Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen erkennbar. Die Expression von KU80 wurdeden Tumorzelllinien A549 und
SNB19 unabhangig vom verwendeten HSP90-Inhibitoduzeert. In der HT1080-
Tumorzelllinie war die Menge des KU80-Proteins nach Behandlung mit NVP-AUY922
vermindert, wahrend die Expression dieses Proteims der GaMG-Tumorzelllinie

unbeeinflusst blieb unabhangig vom verwendeten K9SRBIbitor.
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Abb. 3.1.12A. Expression von DNA-Reparaturproteinerin den Tumorzelllinien A549 und HT1080 nach
HSP90-Inhibition, 30 min nach der Bestrahlung.Die Abbildung zeigt reprasentative Ergebnisse fig d
Expression der DNA-Reparaturproteine KU70, KU80,®A, DNA-PK, RAD51 und BRCA2. Das Verhaltnis
der integralen Dichte der Proteinbanden zu @e#ktin Banden als Ladekontrolle ist durch die Zahle
angegeben.
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Abb. 3.1.12B. Expression von DNA-Reparaturproteinerin den Tumorzelllinien GaMG und SNB19 nach
HSP90-Inhibition, 30 min nach der BestrahlungFir Legende siehe Abb. 3.3.12A.

Die Expression von RAD50 blieb in allen Tunaimien unverandert. Weiterhin konnte
eine gesteigerte Expression von DNA-PK in den Twalimien A549-, GaMG- und SNB19
nach Behandlung mit HSP90-Inhibitoren beobachtetder® In Kombination mit der
Bestrahlung zeigten die meisten Tumorzellen (a@®WG) ahnliche Expression von DNA-
PK im Vergleich zu den bestrahlten Proben. Dagegieb die Expression der DNA-
Reparaturproteine  RAD51 und BRCA-2 nach Behandlumgt HSP90-Inhibitoren

unverandert, unabhéngig von der Bestrahlung.

3.1.8. Einfluss von HSP90-Inhibition und Bestrahlug auf den Zellzyklus

Ein weiterer Faktor fir die im Kolonietest beobatht Radiosensibilisierung nach HSP90-
Inhibition kdnnen Zellzyklusstérungen sein. Fur diellzyklus-Analysen wurden die
Tumorzelllinien mit HSP90-Inhibitoren behandelt, ndah fixiert und mit PI gefarbt,
anschlieBend der DNA-Gehalt durchflusszytometrtsestimmt (Abb. 3.1.13).
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Abb. 3.1.13. Zellzyklusverteilung humaner Tumorzelinien nach alleiniger Behandlung mit HSP90-
Inhibitoren. Die Tumorzellen wurden mit HSP90-Inhibitoren behahddanach fixiert, permeabilisiert und mit
Pl gefarbt. Die Analyse des DNA-Gehalts wurde alisBend durchflusszytometrisch im linearen Modus
durchgefihrt. Die Abbildung zeigt reprasentativeANistogramme, wobei die Zahlen den prozentualeteAn
der Tumorzellen in den G1-, S- und G2-Phasen, veodau G2/G1-Faktor berechnet wurde, angeben.

Dabei zeigten die mit Losungsmittel behandeKentrollen (DMSO in Abb. 3.1.13) einen
hohen Anteil an Tumorzellen, die sich in der S- GRiPhase befanden, woran sich erkennen

lasst, dass sich diese zu Beginn der Versucheriaxgmnentiellen Teilungsphase befanden.
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Nach Behandlung mit HSP90-Inhibitoren konnite &nstieg des G2/M-Anteils (G2/M-
Arrest) in allen Tumorzelllinien detektiert werdeim der A549-Tumorzelllinie stieg der
G2/M-Anteil auf circa 50% im Vergleich zu 15% in rd&ontrollzellen. In der GaMG-
Tumorzelllinie war der Anteil der Zellen in der G2Phase etwa 40% nach Behandlung mit
NVP-AUY922 oder 17-DMAG und 26% nach Behandlung NuP-BEP800 gegenliber 16%
in den Kontrollzellen. In der HT1080-Tumorzelllinizetrug der Anteil der Zellen in der
G2/M-Phase etwa 60% nach Behandlung mit NVP-AUY®8a&8r 17-DMAG und 50% nach
Behandlung mit NVP-BEP800 gegeniber 36% in den #drellen. Die SNB19-
Tumorzelllinie hatten einen Anteil der Zellen, dieh in der G2/M-Phase befanden, von etwa
60% nach Behandlung mit NVP-AUY922 oder 17-DMAG umdn etwa 50% nach
Behandlung mit NVP-BEP800 gegeniiber 19% in den iddnellen.

Die mit NVP-AUY922 oder 17-DMAG behandeltenmaorzellen zeigten zusatzlich eine
starke Reduktion der Zellen in der S-Phase: aefici% gegeniber 34% in unbehandelten
A549-Kontrollzellen, auf circa 17% in der GaMG-Turpelllinie gegenuber 30% in den
Kontrollzellen, auf 3% in der HT1080-Tumorzelllingegentber 22% in den Kontrollzellen
sowie auf 8 - 11% gegenuber 34% in den SNB19-Kdméiten. Im Vergleich dazu war die
Reduktion des Anteils an Zellen in der S-Phase nBehandlung mit NVP-BEP800
schwécher (aul3er in der Tumorzelllinie HT1080).rbke betrug der Anteil der Zellen in der
S-Phase 15% in der A549-Tumorzelllinie, 26% in @aMG-Tumorzelllinie und 18% in der
SNB19-Tumorzelllinie, dagegen fiel die Anzahl defPRase-Zellen bis auf 6% in der
HT1080-Tumorzelllinie.

Die Tabelle 3.1.3 fasst die Ergebnisse derlzyldusanalysen der getesteten
Tumorzelllinien nach Behandlung mit HSP90-Inhib&oraus mindestens drei unabhangigen

Versuchen zusammen.
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Tabelle 3.1.3. Zellzyklusverteilung humaner Tumorz#linien nach HSP90-Inhibition.

Tumorzelllinie GO/G1 (%) S (%) G2/M (%) G2/G1
A549DMSO 53+3 36+2 11+4 0.2
NVP-AUY922 535 4+1 43+4 0.8
NVP-BEP800 39+12 11+5 5148 1.3
17-DMAG 53+7 3+1 4316 0.8
GaMG-DMSO 52+3 346 14+3 0.3
NVP-AUY922 38+6 9+7 53+8 1.4
NVP-BEP800 364 1716 4716 1.3
17-DMAG 39+8 14+3 4719 1.2
HT1080-DMSO 43+1 22+1 35+2 0.8
NVP-AUY922 4216 412 5416 1.3
NVP-BEP800 44+3 7+1 4913 11
17-DMAG 4148 5+2 538 1.3
SNB19DMSO 41+6 363 22+3 0.5
NVP-AUY922 320 11+1 57+1 1.8
NVP-BEP800 3414 17+3 503 15
17-DMAG 33+1 10+2 57+1 1.7

Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der Tueltaz in G1-, S- und G2-Phasen, woraus der G2/GieFa
berechnet wurde (MW + STABW).

Um den Einfluss der Kombination der HSP9O{hition mit Bestrahlung auf den
Zellzyklus zu untersuchen, wurden die Tumorzelleih HEP90-Inhibitoren behandelt, mit
8 Gy bestrahlt und danach in frischem DMEM bis Zmalyse inkubiert. Reprasentative
Zellzyklus-Analysen 24 h und 48 h nach der Bestnadplaus drei unabh&ngigen Versuchen
sind in Abb. 3.1.14 dargestellt.
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Abb. 3.1.14A.Zellzyklusverteilung der Tumorzelllinie A549 nach Behandlung mit HSP90-Inhibitoren und
Bestrahlung. Die Tumorzellen wurden behandelt und bestrahltadharfixiert und mit Pl gefarbt. Die Analyse
des DNA-Gehalts wurde anschlie3end durchflusszytiasee im linearen Modus durchgefiihrt. Die Abbildun
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(gefillte Histogramme) Tumorzellen. Die Prozenteahéntsprechen dem Anteil an Tumorzellen in den 64-
und G2-Phasen, woraus der G2/G1-Faktor berechnetenfteproduziert aus Stingl et al. 2010 mit frdigtbr
Genehmigung vom Verlag Nature Publishing Group).
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Abb. 3.1.14B.Zellzyklusverteilung der Tumorzelllinie GaMG nach Behandlung mit HSP90-Inhibitoren
und Bestrahlung. Legende wie in Abb. 3.1.14A
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Abb. 3.1.14C. Reprasentative Zellzyklusverteilung der Tumorzelllnie HT1080 nach Behandlung mit
HSP90-Inhibitoren und Bestrahlung.Legende wie in Abb. 3.1.14A
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Abb. 3.1.14D. Zellzyklusverteilung der Tumorzelllinie SNB19 nachBehandlung mit HSP90-Inhibitoren
und Bestrahlung.Legende wie in Abb. 3.1.14A

Wie in Abb. 3.1.14A-D (ungefullte Histogrammejsichtlich, induzierte die alleinige
Behandlung mit NVP-AUY922 oder 17-DMAG in allen Tarzelllinien einen starken G2/M-

Arrest, der bis zu 48 h nach dem Auswaschen de@B&#hibitoren anhielt.
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Nach alleiniger Behandlung mit NVP-AUY922 wurde diztich eine starke S-Phase
Depletion beobachtet, die bis zu 24 h nach dem Aagshen des HSP90-Inhibitors anhielt:
2 - 3% Zellen in der S-Phase in den Tumorzelllimé&49, GaMG und HT1080 im Vergleich
zu 20 - 30% in den Kontrollzellen oder 9 bis 11%lefein der S-Phase in der Tumorzelllinie
SNB19 im Vergleich zu circa 40% in den Kontrollesell Allerdings stieg der Anteil an
Tumorzellen, die sich in der S-Phase befanden, masteren 24 h wieder an (Abb. 3.1.14
A-D, ungeflllte 48 h-Histogramme) und erreichte di/erte der Kontrollen.
Eine Normalisierung der S-Phase fand in der mitDMAG behandelten GaMG-
Tumorzelllinie bereits 24 h nach dem AuswaschenHfeB90-Inhibitors statt (Abb. 3.1.14B,
ungefullte Histogramme). In den mit NVP-BEP800 betedten Tumorzellen wurde 24 h
nach dem Auswaschen des HSP90-Inhibitors keineaSd”Bepletion aber ein G2/M-Arrest
gemessen (Abb. 3.1.14, ungefillte 24 h-Histogrammgch alleiniger Behandlung mit
NVP-BEP800 wurden 48 h nach dem Auswaschen des Gi8iPhitors aus dem
Kulturmedium keine Zellzyklusstérungen in den unimdten A549- und GaMG-
Tumorzellen detektiert, wahrend die HT1080- und &BHumorzellen einen G2/M-Arrest
aufwiesen (Abb. 3.1.14, ungefiillte 48 h-Histograrmnhe der SNB19-Tumorzelllinie wurde
nach Behandlung mit NVP-BEP800 ein hoher G2/M-Ar(@&% der Zellen in der G2/M-
Phase) beobachtet.

Wie in der Abb. 3.1.14A-D (gefullte Histograrajn gezeigt, fuhrte die alleinige
Bestrahlung zu einem bis zu 48 h anhaltendem G2/MsA in allen Tumorzelllinien.
Die Kombination der Bestrahlung mit NVP-AUY922 fidr zu keinen zusatzlichen
Zellzyklusstérungen im Vergleich zu alleiniger H®P@hibition. Die Bestrahlung erhdhte
den NVP-BEP800-vermittelten G2/M-Arrest in den nens(aul3er HT1080) Tumorzelllinien
bereits 24 h nach der Bestrahlung. Hierbei zeiglienmit NVP-BEP800 behandelten und
zusatzlich bestrahlten Tumorzellen eine ErhohurgAlgeils an Zellen in der G2/M-Phase:
um circa 30% in der A549-Tumorzelllinie, um circ@%2 in der GaMG-Tumorzelllinie und
um circa 20% in der SNB19-Tumorzelllinie im Verglei zu den Proben, die nur mit
NVP-BEP800 behandelt wurden (48 h-Werte). Dagegeigten die NVP-BEP800
behandelten und  zusatzlich  bestrahlten HT1080-Tmeflen eine  &ahnliche
Zellzyklusverteilung wie nach alleiniger HSP9O0-Inition.

Die Tabelle 3.1.4 fasst die Ergebnisse detzgldusmessungen nach HSP90-Inhibition,
24 h und 48 h nach der Bestrahlung aus drei ungipaoneinander durchgefihrten

Experimenten zusammen.
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Tabelle 3.1.4. Zellzyklusverteilung nach HSP90-Intition, 24 h und 48 h nach der Bestrahlung.

N Dosis 24 h nach der Bestrahlung 48 h nach der Bestrahlung
Zelllinie (Gy) G(Ooé)()sl ((Z) G(OZA/);/I G2/G1 G(Ooé)()Bl ((Z) G(OZA/);/I G2/G1
AB49- 0 50+3  30£2  11#1 0.2 82+4  10£3  8+2 0.1
DMSO 8 64+3 8+l  29+2 05 68+2  5x4 274 0.4
NVP- 0 4245 3+l 5445 1.3 3544  15#5  50+4 1.4
AUY922 8 43t5 3+l  55%6 1.3 4442 6+l  50+2 1.1
NVP- 0 49+3  32+2 1843 0.4 686  21+4 1143 0.2
BEP800 8 465 61  48%5 1.0 463  11+2  44+3 1.0

0 39+4 112  50+4 1.3 33+1 1443  53%2 1.6
17-DMAG

8 43t3  5+1 5243 1.2 42+2 8+l 5043 1.2
GaMG- 0 52+3  31#1 1743 0.3 62+3  23+4 1623 0.3
DMSO 8 49+5  23+5  28+1 0.6 4246  29+8 2945 0.7
NVP- 0 48+13  3+1  50+13 1.0 AT7 2745 264 0.6
AUY922 8 48+12 3+l 49+12 1.0 4019  21+8  39+11 1.0
NVP- 0 38+3 3445 2843 0.7 56+7 285 1623 0.3
BEP800 8 28+5  25i6  47+4 1.7 38+7 2615 3615 1.0

0 33+4  35+4 3248 1.0 40+4  35+2  25%5 0.6
17-DMAG

8 2545  38+2 3745 15 20+4  31#5 404 1.4
HT1080- 0 3089 2449  37#15 0.9 4148  11#3  48+10 1.2
DMSO 8 49+16  12+#5 39+11 0.8 48+8 8+l 4848 1.0
NVP- 0 35+5  11+15 54+11 1.5 3248  12+1 5629 1.9
AUY922 8 41+9  6#5 53+14 1.3 | 32+11 7+2  61x10 1.9
NVP- 0 31+#11 23+3 46+13 1.5 33+8  13+4 5412 1.6
BEP800 8 38+11  14+2  48+#10 1.3 33+7  7+3 6049 1.8

0 41#6  11#8  47+13 1.1 26+2  15+3  59+4 2.3
17-DMAG

8 45+11  5+3  49+14 1.1 31+7  9+4  59i5 1.9
SNB19- 0 43+7  33+7  24#1 0.6 45+4  30+9 266 0.6
DMSO 8 35¢11  7+#4  58+13 1.7 2245 1845 6048 2.7
NVP- 0 32+¢1 8+l  59+2 1.8 16+1  30+4 5445 3.4
AUY922 8 33+2  9+2 57+l 1.7 11+3  28+12 60415 5.5
NVP- 0 1243 2445 6448 5.3 21+#5 2446  55+11 2.6
BEP800 8 3+2  21+4  76%5  25.0 3+3  14+6  82+9  27.(

0 32+¢1 1744 5145 1.6 105 29+11 60+11 6.0
17-DMAG

8 31+2  17#4 5246 1.7 104  28+9 6248 6.2

Die Zahlen geben den prozentualen Anteil an Tunllerzén den G1-, S- und G2-Phasen an, woraus dé6 G2
Faktor berechnet wurde (MW + STABW).
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dassnduartigen HSP90-Inhibitoren im
Allgemeinen einen G2/M-Arrest induzieren. In Komdgion mit Bestrahlung konnte der
NVP-BEP800 induzierte G2/M-Arrest erhoht werden. NXUY922 induzierte auf3erdem

eine temporare Depletion der S-Phase.

3.1.9. Einfluss von HSP90-Inhibition und Bestrahlug auf die Expression von
Zellzyklus-assoziierten Proteinen

Um den Einfluss der HSP90-Inhibition mit und ohnesBahlung auf den Zellzyklus zu
erklaren, wurde die Expression einiger Zellzyklgseziierter Proteine in den getesteten
Tumorzelllinien analysiertDaflir wurden die Tumorzellen mit HSP90-Inhibitoreshandelt
und 24 h danach mit 8 Gy bestrahlt. Anschlie3enddem 30 min und 24 h nach der
Bestrahlung Zellextrakte hergestellt und die Exgiges von CDK1, CDK2, CDK4 und pRB
mittels Western Blot analysiert.

Repréasentative Western-Blot-Analysen sinden Abb. 3.1.15A und B flr die getesteten

Tumorzelllinien 30 min nach der Bestrahlung dargiést
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Abb. 3.1.15A. Expression von Zellzyklus-assoziienteProteinen in den Tumorzelllinien A549 und HT1080
nach HSP90-Inhibition, 30 min nach der Bestrahlung.Die Abbildung zeigt jeweils eine repréasentative
Western-Blot-Analyse der Expression von CDK1, CDKERK4 und pRB. Das Verhdltnis der integralen Dichte
der Proteinbanden zu d@rAktin Banden als Ladekontrolle ist durch die Zahengegeben. (Modifiziert nach
Stingl et al. 2010 und reproduziert mit freundlicenehmigung vom Verlag Nature Publishing Group).
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Abb. 3.1.15B. Expression von Zellzyklus-assoziiemeProteinen in den Tumorzelllinien GaMG und SNB19
nach HSP90-Inhibition, 30 min nach der BestrahlungFir Legende siehe Abb. 3.1.15A.

Wie in Abb. 3.1.15 gezeigt, war das Expressionster von CDK1 unterschiedlich je nach
Tumorzelllinie. Es ergab Einzelbanden in den Turaliiasien HT1080 und GaMG sowie
Doppelbanden in den Tumorzelllinien A549 und SNB1#olge der alleinigen HSP90-
Inhibition (0 Gy-Spalte) wurde eine Reduktion de®K1-Proteins in allen getesteten
Tumorzelllinien beobachtet. Bei den Tumorzelllinideren CDK1-Expression Doppelbanden
aufwiesen, war die untere CDK1-Proteinbande redyziwdhrend die obere CDK1-
Proteinbande unabhangig von der Behandlung mit @S/8bitoren unverandert blieb.
Die Expression von CDK2 wurde durch die Behandlung HSP90-Inhibitoren nicht
beeinflusst. Weiterhin wurde infolge der HSPOO-miwn eine Reduktion des CDK4-
Proteins in den getesteten Tumorzelllinien in wdleredlichem Ausmald beobachtet. In den
Tumorzelllinien A549 und HT1080 konnte aul3erdem d&iepletion des pRB-Proteins
detektiert werden, wahrend die Menge an pRB in Bemorzelllinien GaMG und SNB19
unverandert blieb.

Drei3ig Minuten nach der Bestrahlung (8 Gyi&pavar die Expression der Zellzyklus-
assoziierten Proteine ahnlich wie nach alleinig8PHO0-Inhibition.

Reprasentative Western-Blot-Analysen sind er ddbb. 3.1.16 fur die getesteten
Tumorzelllinien 24 h nach der Bestrahlung dargéstel
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Abb. 3.1.16. Expression von Zellzyklus-assoziierteRroteinen in den Tumorzelllinien A549, HT1080,
GaMG und SNB19 nach HSP90-Inhibition und Bestrahlug. Die Tumorzellen wurden mit HSP90-
Inhibitoren behandelt, dann mit 8 Gy bestrahlt. IN&estrahlung wurden sie bis zur Analyse in frisohe
DMEM ohne Inhibitoren inkubiert. Die Abbildung z¢idie Expression von CDK1, CDK2, CDK4 und pRB 24 h
nach der Bestrahlung. Das Verhdltnis der integrddchte der Proteinbanden zu d@rAktin Banden als
Ladekontrolle ist durch die Zahlen angegeben.

Wie in der Abb. 3.1.16 gezeigt, konnte die Reibn der Proteinmengen von CDK1 und
pRB, die bereits unmittelbar nach der Behandlung&P90-Inhibitoren detektiert wurde,
bis zu 24 h nach dem Auswaschen der Substanzermgewigsen werden. Eine moderate
Reduktion von CDK4 konnte nach Behandlung mit NVBY®22 oder 17-DMAG

festgestellt werden.
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Die Kombination der HSP90-Inhibition mit dee®rahlung fihrte 24 h post-IR zu keiner
Veranderung der Expression der getesteten Protemn&/ergleich zu alleiniger HSP90-
Inhibition.

Die Ergebnisse aus diesem Kapitel haben gezags die Behandlung mit den neuartigen
HSP90-Inhibitoren das Uberleben der TumorzellenhnBestrahlung reduzierte, aufgrund
von Zellzyklusstorungen, erhohten DNA-Schaden unetlangsamter DNA-Reparatur
(nachgewiesen in allen getesteten Tumorzelllinisowie Induktion der Apoptose (in allen
Tumorzelllinien aul3er A549). Gleichzeitig induzesdie pharmakologische HSP90-Inhibition
in allen getesteten Tumorzelllinien die Expressioer Hitzeschockproteine HSP90 und
HSP70, deren anti-apoptotischen Funktionen dieosadhisibilisierenden Effekte der HSP90-
Inhibitoren vermindern kénnen. Um die Hochregulattwn HSP90 und HSP70 nach HSP90-
Inhibition zu unterbinden, kdmen zwei StrategierFrage: einerseits die siRNA-vermittelte
Herunterregulierung der stressinduzierbaren H&R86form, anderseits die Inhibition der
HSF1-vermittelten Stressantwort durch KNK437.
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3.2. Einfluss des siRNA-vermittelten HSPA@-Knock-downs alleine oder In
Kombination mit HSP90-Inhibition auf die Strahlenantwort humaner
Tumorzelllinien

Wie im vorherigen Kapitel gezeigt wurde, erhohte dorbehandlung mit NVP-AUY922 und
NVP-BEP800 die Strahlenempfindlichkeit der getestethumanen Tumorzelllinien.
Allerdings fiihrte die HSP90-Inhibition gleichzeitay einer stressbedingten Uberexpression
von HSP90. Die Unterdrickung der HSP90-Expressioittelsi SiRNA kodnnte die
Hochregulation von HSP90 vermindern und dadurch rdeliosensibilisierenden Effekt der
HSP90-Inhibitoren erhéhen.

Dafur wurden die Tumorzelllinien A549 und GaM@Git siRNAs gegen die stress-
induzierbare Isoform HSPAOHSP90AAL, Gen ID 3320) transfiziert. Anschlie3emdrde
der Einfluss des siRNA-vermittelten Knock-downs \W&P9@ auf die radiosensibilisierende
Wirkung von NVP-AUY922 untersucht. Der zeitliche labf der Experimente ist in Abb.
3.2.1 gezeigt.

Western Blot

Aussaen der &’I Transfektion |Lh>| +NVP-AUY922 |-24h ﬂ 24 h | Viabilitatstest

Zellen Proliferationstest
30 min yH2AX
yH2AX Kolonietest

10d , | Kolonietest-
auswertung
(Fixierung
und Farbung)

(Ausséaen)

A

Abb. 3.2.1. Zeitlicher Ablauf der Experimente. Die Tumorzellen wurden 24 h nach der Transfektiadh m
siRNA gegen HSP30oder non-silencing siRNA fur weitere 24 h mit 2001 NVP-AUY922 behandelt und
danach mit 8 Gy bestrahlt. AnschlieBend wurdenTdimorzellen mittels Western Blot, Zellviabilitatsteund
Zellproliferationstest 24 h nach der BestrahluriR) @nalysiert. Die DNA-Schaden und deren Repanatuden
Uber die Expression des Histon$i2AX 30 min und 24 h nach der Bestrahlung gemessdir. die
Koloniebildungstests wurden die transfizierten, MitP-AUY922 behandelten und bestrahlten Tumorzeiten
frischem Medium ausgesat und bis zu 10 Tage untand@rdbedingungen kultivierDie Abb. wurde
modifiziert nach Stingl et al. 2012 und reprodutzieit freundlicher Genehmigung vom Springer Verlag.
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3.2.1. Nachweis des HSP#@8&Knock-downs auf mRNA- und Proteinebene

Zur Transfektion wurden vier kommerziell erhaltkchiRNAs angewendet, deren Sequenzen
komplementér zu unterschiedlichen Regionen der BSPORNA (RefSeq NM_005348.3)
waren. Durch die Transfektion der Tumorzellen neisén siRNAs soll spezifisch die Menge
der HSP9@ mRNA reduziert und die Expression des HSRP@oteins herunterreguliert
werden. Der Effekt der Behandlung mit sSIRNA wuraevehl auf der mRNA Ebene mittels

semiquantitativer Reverse Transkriptase PCR (RTIR{IRauch auf der Proteinebene mittels
Western Blot untersucht (Abb. 3.2.2).
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Abb.3.2.2. HSP9@ mRNA- und Proteinlevel in den Tumorzelllinien A549und GaMG nach Behandlung
mit siRNA gegen HSP9@. Achtundvierzig Stundemach der Transfektion mit 100 nM siRNA1, 2, 4 und 5
gegen HSPAD oder non-silencing siRNA als Kontrolle, wurden RTR- und Western-Blot-Analysen
durchgefiihrt.(A) Die reprasentative RT-PCR-Analyse zeigt die argidiften RT-PCR-Produkte (354bp fir
HSPO®, 496bp fur GAPDH) im Vergleich zu dem Quick loa@® Marker, bestehend aus DNA-Fragmenten in
GrofRen von 766 bp, 500 bp, 300 bp, 150 bp und 50D Verhéltnis der integralen Dichte der HSiR90
Banden zu den GAPDH-Banden ist durch die Zahleregeigen(B) Die repréasentative Western-Blot-Analyse
zeigt die Expression von HSR8Mormiert auf die Expression v@rAktin als Ladekontrolle. (Abb. modifiziert
nach Stingl et al. 2012 und reproduziert mit frdighegtr Genehmigung vom Springer Verlag).
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Wie in der Abb. 3.2.2A gezeigt, reduzierte Behandlung mit SIRNA gegen HSROQdie
Menge der HSPIOmMRNA auf 60% in der A549-Tumorzelllinie im Vergtei zu den Proben,
die mit non-silencing Kontroll-siRNA transfiziert usden. In der GaMG-Tumorzelllinie
wurde die Menge der HSPOMMRNA auf 70% nach Behandlung mit siRNA 1, 2 unsbdie
auf 40% nach Behandlung mit siRNA5 im Vergleich Kantrolle reduziert. Die Menge der
GAPDH mRNA, die als Kontrolle fur die SpezifitatrddRNAs diente, zeigte dagegen keine
Unterschiede (Abb. 3.2.2A).

Wie in der Abb. 3.2.2B ersichtlich, wurde dilenge des HSP80Proteins um 50% in der
A549-Tumorzelllinie und bis auf 20% in der GaMG-Tamzelllinie im Vergleich zu der
Kontrolle reduziert, was darauf hinweist, dass Effzienz des Knock-downs von HSR80
zelltypabhangig ist.

Da die non-silencing siRNAs in der Konzentratvon 100 nM keinen Einfluss auf die
Expression der untersuchten Proteine zeigte, wiardeiteren Versuchen aus Kostengriinden
eine niedrigere Konzentration (25 nM) eingesetae BIRNAs gegen HSP@0wurden flur

weitere Experimente in einer Konzentration von h@0eingesetzt.
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3.2.2. Einfluss von  HSP9-Knock-down und Bestrahlung auf die
Koloniebildungsfahigkeit

Die mit siRNA transfizierten Tumorzelllinien A549nd GaMG wurden 48 h nach
Transfektion bestrahlt und deren Uberleben mitel®nietest bestimmt (Abb. 3.2.3).
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Wie in der Abb. 3.2.3 gezeigt, verliefen dedldberlebenskurven der Tumorzellen, die mit
siRNA gegen HSP30transfiziert und zusatzlich bestrahlt wurden, #@miie diejenigen der
mit non-silencing siRNA-transfizierten TumorzelleDaraus lasst sich schlieRen, dass der
HSP9@-Knock-down von circa 50% keinen Einfluss auf digaBlenempfindlichkeit der
transfizierten Tumorzellen hat.

Die Uberlebenskurven wurden quantitativ ausgéast und in der Tabelle 3.2.1
zusammengefasst. Die Uberlebensfraktion der urdidstn Tumorzellen (PE-Werte) sowie
die strahlenbiologischen Parameter SF2 und D10jtgghaus drei unabhangigen Versuchen

sind fur beide Tumorzelllinien gezeigt.
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Tabelle 3.2.1. Plattiereffizienz sowie strahlenbiolgische Parameter SF2 und D10 der Tumorzelllinien
A549 und GaMG nach Transfektion mit sSiRNA (non silecing siRNA als Kontrolle oder siRNA1, 2, 4, 5
gegen HSP9@) und Bestrahlung (MW + STABW).

Tumorzelllinie PE SF2 P10
(Gy)
A549 + Kontroll-siRNA 0.9+0.1 0.69+0.12 6.3+0.6
+ siRNA1 0.8+0.1 0.57+0.08 6.0+0.0
+ siRNA2 0.8+0.1 0.56+0.08 6.0+0.0
+ siRNA4 0.8+0.1 0.61+0.08 6.0+0.0
+ siRNA5 0.6+0.1  0.54+0.05 6.0+0.0
GAMG + Kontroll-siRNA 0.4+0.1 0.87+0.06 9.7+1.2
+ siRNA1 0.310.1 0.85+0.05 8.7+0.6
+ SiRNA2 0.310.1 0.82+0.10 8.7+0.6
+ siRNA4 0.310.1 0.87+0.02 8.7+0.6
+ siRNA5 0.2+0.2 0.83+0.04 9.3+2.5

Der Vergleich der PE-Werte (Tabelle 3.2.1)tdewdarauf hin, dass die Transfektion mit
SiRNA 1, 2 und 4 gegen HSR®Reinen signifikanten Einfluss auf die Uberlebeakfion der
getesteten Tumorzelllinien hatte. Dagegen redwidié Transfektion mit sSiRNA5 gegen
HSPO@ die Plattiereffizienz der A549-Tumorzelllinie unal&or 1.5 sowie um Faktor 2 in
der GaMG-Tumorzelllinie im Vergleich zur KontrollF@nsfektion mit non silencing siRNA
(Tabelle 3.2.1). Betreffend der SF2- und D10-Wesdigten die transfizierten und bestrahlten
Tumorzellen keine Unterschiede zwischen den veretemd siRNAs. Aus diesem Grund

wurden fur weitere Versuche die siRNAs 4 und 5 gdd8P9@ ausgesucht.
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3.2.3. Einfluss von HSP9&@-Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und
Bestrahlung auf die Zellviabilitat

Die A549- und GaMG-Tumorzelllinien wurden mit siRNansfiziert, mit NVP-AUY922
vorbehandelt und mit 8 Gy bestrahlt. Die Zellvightl wurde 24 h nach der Bestrahlung wie
unter 2.4 beschrieben gemessen (Abb. 3.2.4).
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Abb. 3.2.4. Zellviabilitat der A549- und GaMG-Tumorzellen nach HSP9@-Knock-down, HSP90-
Inhibition und Bestrahlung. Die Tumorzellen wurden mit non-silencing siRNA (it SIRNA4 oder siRNA5
gegen HSPAD transfiziert, mit NVP-AUY922 oder DMSO inkubiertnd anschlieBend mit 8 Gy bestrahlt.
Die Abbildung zeigt die gemittelten Ergebnisse d&dlviabilitdtstest mit den entsprechenden Standard
abweichungen aus drei unabhéangigen Versuchen 2¢thder Bestrahlung. Weil3e und schwarze Balkelestel
unbestrahlte bzw. bestrahlte Zellproben dar. Didlviabilitdit der unbehandelten und unbestrahltenben
wurde auf 100% gesetzt. (Abb. modifiziert nach @tiet al. 2012 und reproduziert mit freundlicher
Genehmigung vom Springer Verlag).

Wie in der Abb. 3.2.4 ersichtlich, blieb dieiakilitdit der Tumorzelllinien nach
Transfektion mit sSiRNA unverandert. Im Gegensatzudaurde die Zellviabilitat der GaMG-
Tumorzellen nach Behandlung mit NVP-AUY922 auf aird0% im Vergleich zu
unbehandelten Tumorzellen reduziert, wahrend dikiZbilitat der A549-Tumorzellen keine
Veranderung aufwies. Nach Behandlung mit siRNA geg&P9@ und mit NVP-AUY922
zeigten die getesteten Tumorzelllinien die gleicBellviabilitat wie nach alleiniger
NVP-AUY922-Behandlung. Die Zellviabilitat der geteten Tumorzelllinien blieb 24 h nach

der Bestrahlung mit 8 Gy unverandert.
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3.2.4. Einfluss von HSP9&@-Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und
Bestrahlung auf die Proliferationsrate

Die A549- und GaMG-Tumorzelllinien wurden mit siRN#ansfiziert, mit NVP-AUY922
behandelt und mit 8 Gy bestrahlt. Die Proliferasi@te wurde 24 h nach der Bestrahlung wie
unter 2.5 beschrieben bestimmt (Abb. 3.2.5).
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Abb. 3.2.5. Zellproliferationsrate der A549- und GaG-Tumorzellen nach HSP9@-Knock-down, HSP90-
Inhibition und Bestrahlung. Die Tumorzellen wurden mit non-silencing siRNA (KtrsiRNA4 oder siRNA5
gegen HSP®transfiziert, mit NVP-AUY922 oder DMSO inkubierhd anschlie3end bestrahlt. Die Abbildung
zeigt die Menge des eingebauten Thymidinanalogat)Bn die DNA der proliferierenden Tumorzellen als
Maf3 fir die DNA-Synthese 24 h nach der BestrahlWdgiRe und schwarze Balken stellen unbestrahlte bzw
bestrahlte Zellproben dar. Die Daten sind Mittel@exus drei unabhangigen Versuchen mit den entspneen
Standardabweichungen, normiert auf die unbehandelte unbestrahlten Proben (zu 100% gesetzt). Diz A
wurde modifiziert nach Stingl et al. 2012 und refuziert mit freundlicher Genehmigung vom Springerlsg.
Wie in der Abb. 3.2.5 gezeigt, wurde die Zellgerationsrate nach alleiniger Behandlung
mit NVP-AUY922 bis auf 60% in den A549-Tumorzelland bis auf 10% in den GaMG-
Tumorzellen reduziert. Die alleinige Bestrahlunduzerte die DNA-Syntheserate auf 80%
in der GaMG-Tumorzelllinie und auf 30% in der A5Z@morzelllinie. Der Knock-down von
HSP9@ (mit oder ohne Bestrahlung) hatte keinen signifika Einfluss auf die
Zellproliferation in den getesteten Tumorzelllinien Kombination mit NVP-AUY922 hatte
der siRNA-vermittelte Knock-down von HSR8Gkeinen zuséatzlichen Einfluss auf die

Proliferationsrate der mit dem HSP90-Inhibitor hadelten Tumorzellen.
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3.2.5. Einfluss des HSP3BKnock-downs auf die NVP-AUY922-vermittelte

Radiosensibilisierung

Um den Einfluss des HSP&Knock-downs auf die radiosensibilisierende Wirkuwngn
NVP-AUY922 zu bestimmen, wurden die Tumorzelllinid®49 und GaMG mit SiRNA
gegen HSP3D oder non-silencing Kontroll-siRNA transfiziert, indlem HSP90-Inhibitor
behandelt, bestrahlt und mittels Kolonietest anety$Abb. 3.2.6).

15 A549
0.1
c 7
i) 1
= ]
X J
S
& 0.01
%) 3
C -
) ]
Qo ]
Q
E 1E-3 3
2 3
D) ]
1E-4
10
1
c 015
i) ]
= ]
~ J
E 4
® 0014
c E .
8 1 O -Ktrl siRNA (1)
© 1 © -siRNA4(2)
S 1E-3- -SiRNAS5 (3)
_ ] @ -KtrlsiRNA + AUY922 (4)
= 1 = -SiRNA4 + AUY922 (5)
1 - siRNAS5 + AUY922 (6)
1E-4 T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10
Bestrahlungsdosis (Gy)

Abb. 3.2.6. Einfluss von HSP9@Knock-down, HSP90-Inhibition und Bestrahlung auf de Kolonie-
bildungsfahigkeit der A549- und GaMG-Tumorzellen. Die Tumorzellen wurden mit siRNA gegen HSR90
(graue Symbole, graue durchgezogene Linien) odertrkih-siRNA (schwarze Kreise, schwarze punktierte
Linien) transfiziert. Vierundzwanzig Stunden naahr @ransfektion wurden die Tumorzellen mit NVP-AUX2
(geflillte Symbole) oder DMSO (ungefiilite Symbolé) Weitere 24 h inkubiert und anschlie3end bedt(ahbis

8 Gy). Nach Bestrahlung wurden die Tumorzellen rischem Medium ausplattiert und unter Standard-
bedingungen fiir circa 10 Tage inkubiert. Jeder mmiekt stellt die Uberlebensfraktionen klonogener
Tumorzellen im Vergleich zu den unbestrahlten Pnobar und ist ein Mittelwert aus drei unabhangigen
Versuchen mit den entsprechenden Standardfehl&bt. (modifiziert nach Stingl et al. 2012 und repupigrt
mit freundlicher Genehmigung vom Springer Verlag).
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Wie in der Abb. 3.2.6 gezeigt, hatte der HSPR@ock-down keinen Einfluss auf den
Verlauf der Zelliberlebenskurven nach HSP90-Inkdhiund Bestrahlung.

Die Uberlebenskurven (Abb. 3.2.6) wurden qiati¥ ausgewertet und in Tabelle 3.2.2
zusammengefasst. Die Tabelle 3.2.2 fasst die Ubmmkdraktion der unbestrahlten
Tumorzellen (PE-Werte) sowie die strahlenbiologesthParameter SF2 und D10 fur beide

Tumorzelllinien zusammen.

Tabelle 3.2.2. Plattiereffizienz sowie strahlenbiolgische Parameter SF2 und D10 der A549- und GaMG-
Tumorzellen nach Kombination der Bestrahlung mit sSRNA gegen HSP9@ und mit NVP-AUY922
(MW £ STABW).

Tumorzelllinie Behandlung PE SF2 D10(Gy)
Kontroll-siRNA 0.8+0.1 0.61+0.06 5.6%+0.3
+siRNA4 0.7£0.1 0.57+0.06 5.4%+0.3

ABAD +SiRNA5S 0.6£0.2 0.58+0.05 5.3+0.3
Kontroll-siRNA+AUY922 0.5+0.2 0.33+0.12 3.5+0.6
+SIRNA4+AUY922 0.3+0.1 0.32+0.06 3.8+0.9
+SIRNA5+AUY922 0.3+0.1 0.28+0.02 3.2+0.1
Kontroll-siRNA 0.3+0.1 0.88+0.0510.1+0.8
+siRNA4 0.3+0.1 0.79+0.1 8.7%0.1

GAMG +sSiRNA5S 0.2+0.1 0.89+0.01 8.7+0.1
Kontroll-siRNA+AUY922 0.2+0.1 0.80+0.1 5.3%0.1
+siRNA4+AUY922 0.2+0.1 0.69+0.01 5.3+0.4
+siRNA5+AUY922 0.1+0.05 0.62+0.1 5.4+0.1

Wie aus Tabelle 3.2.2 ersichtlich, reduziedte kombinative Behandlung mit siRNA
gegen HSP3Ound NVP-AUY922 die Plattiereffizienz der Tumoriellen im Vergleich zu
der alleiniger Behandlung mit NVP-AUY922: um derktéa 1.6 in der A549-Tumorzelllinie
und um den Faktor 2 in der mit sSIRNA5-transfiziar@aMG-Tumorzelllinie. In Kombination
mit der Bestrahlung zeigten die transfizierten undt NVP-AUY922 behandelten
Tumorzellen &hnliche SF2- und D10-Werte wie na@irager NVP-AUY922-Behandlung.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, das$rdnsfektion mit SIRNA gegen HSRO0
die radiosensibilisierende Wirkung von NVP-AUY928 beiden Tumorzelllinien nicht
erhohte.

3.2.6. Einfluss von HSP9&@-Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und

Bestrahlung auf den Zellzyklus

Die Tumorzelllinien A549 und GaMG wurden mit siRNjegen HSP30 transfiziert, mit
dem HSP90-Inhibitor NVP-AUY922 behandelt und miG§ bestrahlt. Dreil3ig Minuten und
24 h nach der Bestrahlung wurden die Tumorzellererti, mit Pl gefarbt und anschlie3end
der DNA-Gehalt durchflusszytometrisch bestimmt. DMdb. 3.2.7 zeigt reprasentative
Zellzyklus-Histogramme 30 min und 24 h nach dertdsgung.

92



Ergebnisse
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Abb. 3.2.7A. Einfluss von HSP9@-Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und Bestrahlung
auf den Zellzyklus der A549-Tumorzellen. Die Tumorzellen wurden mit siRNA transfiziert, mit
NVP-AUY922 inkubiert und mit 8 Gy bestrahlt. Gezeigind reprasentative Zellzyklus-Histogramme der
unbestrahlten (ungefillte Histogramme) und bedahigefillte Histogramme) Tumorzellen 30 min urdi?
nach der Bestrahlung. Die Prozentzahlen entspreddenAnteil an Tumorzellen in den G1-, S- und G2,
woraus der G2/G1-Faktor berechnet wurde.
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30 min nach der Bestrahlung 24 h nach der Bestrahlung
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Abb. 3.2.7B. Einfluss von HSP9@Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und Bestrahlung
auf den Zellzyklus der GaMG-Tumorzellen.Legende wie in Abb. 3.2.7A.
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Die Ergebnisse der Zellzyklus-Analysen (wigdioh. 3.2.7 gezeigt) aus drei unabhangigen

Versuchen sind in der Tabelle 3.2.3 zuzammengefasst

Tabelle 3.2.3. Zellzyklusverteilung der A549- und @MG-Tumorzelllinien nach Behandlung mit siRNA
und NVP-AUY922, 30 min und 24 h nach der Bestrahlug.

Dosis 30 min nach der Bestrahlung 24 h nach der Bestrahlung
Behandlung (Gy) GO/GL S G2M G2/Gl GO/GL S G2M G2/Gl
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
A549- 0  55+4 33+4 1243 02  59+2 28+4 14+2 0.2
Kontroll sIRNA g 5744 3144 13+3 02 5042 642 441 0.8
CRNAL 0  56+3 34+4 11+1 02 613 28+4 12+4 0.2
8  56+4 33+2 1243 02 5243 742 4243 0.8
CRNAS 0  56+2 31+4 13+3 02  58+2 29+3 13+3 0.2
8  55¢3 3242 13+l 02 5546 742 3948 0.1
Kontrol-siRNA O 33+5  8+4  60+#4 1.8  34+1 1245 545 1.6
*AUY922 8 3243 8+2 605 19 3946 4+2  58:8 1.5
SIRNA4 0 4047 7+#3 537 1.3  35+1 1847 4747 1.
*AUY922 8  40+11 8+1 53+12 13  41+4 3+1 5624 14
SIRNA5 0  37+5 94 5445 14 34+l 14+6 5246  1.°
TAUY922 8  38+10 8+3 54+8 1.4  40+3 5+4 5546 1.4
GaMG- 0  55+2 33+6 13+6 0.2 57#4 26+2 17+3 0.3
Kontroll siRNA g 5743 3045 1143 02 4547 2443 3147 0.7
CRNAL 0 60+5 2846 1242 0.2  55¢6 33+8 1242 0.2
8  58+5 31+7 1143 0.2  48+2 25+¢2 27+l 0.
GRNAS 0 6145 26+3 13+3 0.2  51+7 35+10 14+4 03
8  55+6 32412 13+6 0.2 4243 33+2 2643 0.6
Kontroll-siRNA 0 41+4 1745 4247 1.0 5348 2845 1946 0.3
TAUY922 8 30945 1441 4745 12 4845 2646 2648 0.
SIRNA4 0  43+1 2048 37+7 0.9 5446 2445 2245 0.4
TAUY922 8 4443  17+6 3948 0.9 5247 2245 25+10 0.5
SIRNA5 0  45+#3 13+3 43+1 1.0 5347 22+6 25¢8 05
+AUY922 8 442 1625 40+#6 0.9 5534 23+3 2448  0.F

Die Zahlen (MW+STABW) geben den prozentualen Antlslk Tumorzellen in den G1-, S- und G2-Phasen,
woraus der G2/G1-Faktor berechnet wurde.
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Wie in der Abb. 3.2.7 und Tabelle 3.2.3 emich, unterschieden sich die
Zellzyklusverteilungen der Tumorzellen, die mit iR gegen HSP9 transfiziert wurden,
nicht von den Kontrollen, unabhangig von der Bdsdtnag. In Kombination mit
NVP-AUY922 zeigten die mit sSIRNA gegen HSROOansfizierten und mit NVP-AUY922
behandelten Tumorzellen &hnliche Zellzyklusstérangee die alleine mit NVP-AUY922
behandelten Proben, namlich G2/M-Arrest und Dephetier S-Phase. Nach Kombination der
Bestrahlung mit NVP-AUY922 wund mit siRNA gegen H®R9 waren die
Zellzyklusverteilungen ahnlich wie nach einer Beaflang mit dem HSP90-Inhibitor und

Bestrahlung.

3.2.7. Einfluss von HSP9@Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 urd
Bestrahlung auf die Expression von Markerproteinen

Weiterhin wurde die Expression der Chaperone HSP9BISPO@, HSP70, der
Klientenproteine von HSP90 RAF-1, AKT, CDK1 und CBDKsowie des aktiven und
inaktivierten PARP-Proteins 24 h nach der Bestragplmit 8 Gy mittels Western Blot
analysiert. Reprasentative Western-Blot-Analysed s8i der Abb. 3.2.8 dargestellt.

Wie in der Abb. 3.2.8 zu sehen, reduzierteTdansfektion mit sSiRNA gegen HSR9die
Expression von HSP80um etwa 50% in beiden Tumorzelllinien, ohne digiEssion von
HSPO9@® oder HSP70 zu beeinflussen. Allerdings blieb digprEssion der HSP90-
Klientenproteine RAF-1, AKT, CDK1 und CDK4 unveramnt Als Apoptosemarker diente
die Caspase-vermittelte Inaktivierung von PARP, [@MA-Reparaturprotein, das sich durch
den Nachweis eines 85 kDa-Fragments erkennen M&st.in der Abb. 3.2.8 ersichtlich,
konnte nach Transfektion mit SIRNA gegen HS&#8@in inaktiviertes PARP-Protein in den
getesteten Tumorzelllinien detektiert werden. Glegtig wurde eine gesteigerte Expression
von PARP nach Transfektion der GaMG-Tumorzelllimi sSIRNA gegen HSP30detektiert
(Abb. 3.2.8B), wahrend die Expression von PARP B4®&Tumorzellen unverandert blieb
(Abb. 3.2.8A).

Die Behandlung mit NVP-AUY922 flhrte wie ent&trzu einer gesteigerten Expression
der stressinduzierbaren Chaperone HSP®@d HSP70 in beiden Tumorzelllinien im
Vergleich zu unbehandelten Proben (Abb. 3.2.8A @)d wahrend die Expression der
konstitutiv exprimierten Isoform HSPB@nverandert blieb.
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0 Gy 8 Gy

Kontroll Kontroll . . Kontroll Kontroll
SiRNA4 | siRNA5 | siRNA+ siRNA4 | siRNA5 | siRNA+

AUY | _ _ AUY

I'!
LR

HSPO@

HSPO®

HSP70

RAF-1

AKT

CDK1

CDK4

PARP

inaktives
PARP

n.d. n.d. n.d. 0.1 0.1 0.1 n.d. n.d. n.d, 0.1 0.1 10

Abb. 3.2.8A. Einfluss von HSP9&@-Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und Bestrahlung
auf die Expression diverser Markerproteine in A549Tumorzellen. Die Expression von HSPOHSP9(,
HSP70, RAF-1, AKT, CDK1 und CDK4 sowie PARP wurdétels Western Blot 24 h nach der Bestrahlung
analysiert. Das Verhaltnis der integralen Dichte Bliteinbanden zu dghAktin Banden als Ladekontrolle ist
in Zahlen angegeben. (Abb. modifiziert nach Stieighal. 2012 und reproduziert mit freundlicher Ganigfung
vom Springer Verlag).
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0 Gy 8 Gy
Kontroll Kontroll . . Kontroll Kontroll . .
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1.1 | 1.0 | 1.2 | 0.5 | 0.6 ‘ 05 | 1.0‘ 1.2‘ 1.1‘ 0.6‘ o.el 0.5
e P— e o - - '
2. CDK1
0.1 | 0.1 | 0.1 | n.d. | n.d. ‘ n.d. | 0.1 ‘ 0.1‘ 0.1‘ n.d‘ n.c+ d. n.
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W O W e o9 oW R B T SN
0.4 0.4 0.4 0.1 0.1 0.1 0.4 0.4 0.4 0.1 0.1 0.1
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n.d. n.d. n.d. 0.2 0.2 0.2 n.d. n.d. n.d. 0.4 0.3 30

Abb. 3.2.8B. Einfluss von HSP9@ Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und Bestrahlung

auf die Expression diverser Markerproteine in GaMG-Tumorzellen. Fir Legende siehe Abb. 3.2.8A
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Die Inkubation mit NVP-AUY922 flhrte zu gerexgr Expression der HSP90-
Klientenproteine RAF-1, AKT, CDK1 und CDK4 sowie muNachweis von inaktiviertem
PARP.

Ein wichtiges Ergebnis war, dass die Transbekimit SIRNA gegen HSP@0gefolgt von
HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 die Hochregutat von HSP9Q nach Einwirkung
von NVP-AUY922 in beiden Tumorzelllinien reduzieri®ie in Abb. 3.2.8A ersichtlich, war
die Expression von HSP&0In den mit siRNA gegen HSP&Otransfizierten und mit
NVP-AUY922 behandelten A549-Tumorzellen um den Bakit.8, im Vergleich zu der
Expression von HSP@0 nach alleiniger NVP-AUY922-Behandlung, reduzieh. den
GaMG-Tumorzellen war die Expression von HS&#90n den Faktor 2 herunterreguliert
(Abb. 3.2.8B). Allerdings hatte die Kombination dedSP9@-Knock-downs mit
HSP90-Inhibition keinen zusatzlichen Effekt auf @irpression der getesteten Proteine im
Vergleich zu alleiniger HSP90-Inhibition. Die zudithe Bestrahlung anderte die Expression
der getesteten Markerproteine (HSBRO®ISPOB, HSP70, RAF-1, AKT, CDK1, CDKA4,
PARP und inaktivem PARP) ebenfalls nicht.

3.2.8. Einfluss von HSP9&@-Knock-down, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und
Bestrahlung auf die DNA-Schaden

Die Tumorzelllinien wurden mit siRNA transfiziempit NVP-AUY922 behandelt und mit

8 Gy bestrahlt. Dreil3ig Minuten und 24 h nach destBahlung wurde die Expression von
YyH2AX als Marker fir DNA-Doppelstrangbriche durclszytometrisch gemessen.
Reprasentative FACS-Analysen von unbestrahltene(iiite Histogramme) und bestrahlten

(geflilite Histogramme) Tumorzelllinien sind in ddob. 3.2.9 dargestellt.
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A549 GaMG
30 min 24 h 30 min 24 h

A)

siRNA4 Kontroll sSiRNA

SiRNA5S

B)

Kontroll
SIRNA+AUY922

siRNA4+AUY922

SiRNA5+AUY922

o+

yH2AX, a. u.

Abb. 3.2.9. Expression von HistonyH2AX als DNA-DSB-Marker in transfizierten A549- und GaMG-
Tumorzellen, die unbehandelt blieben (A) oder mit NP-AUY922-behandelt wurden (B), in Kombination

mit Bestrahlung. Transfizierte, mit NVP-AUY922 behandelte und zubétzbestrahlte Tumorzellen wurden
30 min und 24 h nach der Bestrahlung fixiert, mit&gekoppelten antfH2AX Antikérpern markiert und
durchflusszytometrisch analysiert. Die mittlere Eogsion von yH2AX in unbestrahlten (ungeftllte
Histogramme) und bestrahlten (gefiillte Histogrammamorzellen ist durch die Zahlen angegeben. (Abb.
maodifiziert nach Stingl et al. 2012 und reprodutzieit freundlicher Genehmigung vom Springer Verlag)
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Wie in der Abb. 3.2.9A (30 min-Werte) gezeilgatte der HSP30Knock-down keinen
Einfluss auf die Expression vopH2AX und erhohte nicht denH2AX-Gehalt in den
bestrahlten Proben.

Ein weiteres Ergebnis war, dass der HSPQock-down in Kombination mit HSP90-
Inhibition keine zuséatzlichen DNA-Schaden in derd85Tumorzelllinie verursachte. Wie in
der Abb. 3.2.9B (ungefiillte Histogramme, 30 min-Wgersichtlich, war die Expression von
YH2AX in den A549-Tumorzellen, die mit siRNA gegenSPR@ transfiziert und mit
NVP-AUY922 behandelt wurden, ahnlich wie in den b&no, die nur mit NVP-AUY922
behandelt wurden. Dagegen wurde in den GaMG-Turtlereein moderater Anstieg des
YH2AX-Gehalts (um den Faktor 1.3) nach Transfektioit SIRNA5 gegen HSP9und
Behandlung mit NVP-AUY922 gemessen.

Drei3ig Minuten nach Bestrahlung blieb das rAaB der DNA-Schaden nach HSP90-
Inhibition in der A549-Tumorzelllinie unveranderynabhangig davon, ob die Zellen
transfiziert wurden (Abb. 3.2.9A, geflllte Histogrme, 30 min-Werte). Ein moderater
Anstieg desyH2AX-Gehalts (um den Faktor 1.3) wurde in besteahlGaMG-Tumorzellen
nach Transfektion mit siRNA5 gegen HSR9Ond Behandlung mit NVP-AUY922 im
Vergleich zu alleiniger HSP90-Inhibition detektigAbb. 3.2.9B, geflllte Histogramme,
30 min-Werte).

Nach Kombination der Bestrahlung mit HS&®hock-down wurden zusétzliche DNA-
Schaden um einen Faktor von 1.2 bis 1.3 nur inGeEVG-Tumorzelllinie im Vergleich zu
alleiniger Bestrahlung gemessen (Abb. 3.2.9A, defulHistogramme, 24h-Werte).
Die DNA-Restschaden nach HSR9Rnock-down, HSP90-Inhibition und Bestrahlung im
Vergleich zu HSP90-Inhibition und Bestrahlung warernlen A549-Tumorzellen gleich, und
etwas hoher (um den Faktor 1.1 bis 1.2) in den GaM@orzellen (Abb. 3.2.9B, geflllte
Histogramme, 24 h-Werte).

Wie in diesem Kapitel gezeigt wurde, konnteeetirca 50%ige Herunterregulierung der
HSPO9@-Expression mittels siRNA in beiden getesteten Tiz@dinien A549 und GaMG
erreicht werden. Allerdings hatte die Unterdrickuigy stressinduzierbaren Isoform von
HSP9@ mittels siRNAs keinen Einfluss auf die Strahlenéngichkeit der Tumorzelllinien.
DarUber hinaus wurde gezeigt, dass die radiosdisgbénde Wirkung von NVP-AUY922
durch den siRNA-vermittelten Knock down von HSE9gefolgt von HSP90-Inhibition und
Bestrahlung in den beiden untersuchten humanen magitimien nicht erhoht werden
konnte. Eine weitere Moglichkeit um die Stressamtwach HSP90-Inhibition zu vermindern

wird im nachsten Kapitel beschrieben.
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3.3. Einfluss der Suppression der Stressantwort nac HSP90-Inhibition
mittels des HSF-1-Inhibitors KNK437 auf die Strahl@antwort humaner

Tumorzelllinien

Eine weitere Strategie, um die Stressantwort na8R3-Inhibition zu unterdriicken, ist die
Inhibition des Transkriptionsfaktors fur die Hitzeeckgene allgemein (HSF-1) Uber die
Benzyliden-Laktamverbindung KNK437 (Yokota et @0B; Ohnishi et al. 2004).

Des Weiteren wurde die Hochregulation der ésithockproteine HSP90 und HSP70
gleichzeitig in den Tumorzelllinien A549 und GaMdtiels KNK437 unterdriickt, um die
NVP-AUY922-induzierte Radiosensibilisierung zu dnbd.

3.3.1. Bestimmung der Zellviabilitdt nach Behandlug mit KNK437 allein oder in
Kombination mit NVP-AUY922

Zuerst wurde die optimale Konzentration von KNK48léine und in Kombination mit NVP-
AUY922 bestimmt. Basierend auf bereits vorhandea&ed aus der Literatur (Yokota et al.
2000; Ohnishi et al. 2004; Sakurai et al. 2005; &ual. 2005), wurden beide Tumorzelllinien
mit verschiedenen mikromolaren Konzentrationen KRR4(10 — 5000 pM) fur 24 h
behandelt. AnschlieBend wurde die Zellviabilitatttels ATP-Test bestimmt, wobei der
ATP-Gehalt als Mal? fur die Lebensfahigkeit der &eltliente.

Die relative Zellviabilitdt im Vergleich zued unbehandelten Kontrollen ist in
Abhangigkeit der Konzentration der Testsubstanzerder Abb. 3.3.1 dargestellt. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung miti$®&®00 uM KNK437 die Zellviabilitat
der A549-Tumorzelllinie auf circa 80% reduzierte.ieDZellviabilitat der GaMG-
Tumorzelllinie wurde bereits ab 10 uM KNK437 auf80eduziert. Die Konzentrationen von
50 bis 5000 uM KNK437 reduzierten die Viabilitatrd8aMG-Tumorzelllinie um bis zu
50%.
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1.2+
« A549 . GaMG Abb. 3.3.1. Zellviabilitat der Tumorzelllinien
A549 und GaMG nach Behandlung mit
verschiedenen Konzentrationen an KNK437.
. T Die Tumorzellen wurden fir 24 h mit einer
1 Verdinnungsreihe von 10, 50, 100, 200, 500,
~$ 1000 und 5000 puM KNK437 behandelt und
danach die Zellviabilitat mittels ATP-Test
| bestimmt. Jeder Messpunkt ist ein Mittelwert
024 aus drei Versuchen mit den entsprechenden
] Standardabweichungen und stellt den Anteil
der vitalen Tumorzellen nach jeweiliger Be-
handlung im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen dar.
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Weiterhin wurde die optimale Konzentration ENK437 in Kombination mit NVP-
AUY922 bestimmt. Dazu wurden beide Tumorzellliniesimultan mit einer
Konzentrationsreihe von KNK437 (10 - 5000 uM) beatelh Zusatzlich wurde je 50 bzw.
200 nM NVP-AUY922 zugegeben und anschlieend diBvidbilitdt mittels ATP-Test
gemessen (Abb. 3.3.2).
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Abb. 3.3.2. Zellviabilitat der Tumorzelllinien A549 und GaMG nach Behandlung mit NVP-AUY922 und
KNK437. Die Tumorzellen wurden mit 50 nM (blau) oder 200 r{hdt) NVP-AUY922 sowie mit 10 bis
5000 uM KNK437 fir 24 h behandelt und danach dikviadbilitat mittels ATP-Test bestimmt. Jeder Mesgft

ist ein Mittelwert aus jeweils zwei Versuchen méndentsprechenden Standardabweichungen und stellt d
Anteil der vitalen Tumorzellen nach jeweiliger Beldung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrotlan

Wie aus Abb. 3.3.2 ersichtlich, wurde die viabilitat der A549-Tumorzelllinie nach
Behandlung mit NVP-AUY922 und 10 uM KNK437 auf et®8% reduziert und erreichte

ein Plateau bei etwa 65% nach Behandlung mit KNKK8izentrationen zwischen 50 und
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5000 pM, unabhéngig von der NVP-AUY922-Konzentmatitn der GaMG-Tumorzelllinie
wurde eine Reduktion der Zellviabilitdt auf 65% ha&@ehandlung mit NVP-AUY922 und
10 uM KNK437 gemessen. Ab einer KNK437-Konzentmativon 50 pM fiel die
Zellviabilitat der mit KNK437 und NVP-AUY922 behaelten GaMG-Tumorzellen bis auf
20% ab.

Fur weitere Experimente wurden zwei Kombinagio der Substanzen ausgewahlt: 50 nM
NVP-AUY922 und 50 uM KNK437 (65% Zellviabilitat fibeide Tumorzelllinien) sowie
200 nM NVP-AUY922 und 100 uM KNK437 (bei einer Za#bilitat von 50% fur GaMG
und von 65% fur A549).

3.3.2 Einfluss der Behandlung mit KNK437 auf die NWY-AUY922-vermittelte

Radiosensibilisierung

Der Einfluss der simultanen Behandlung mit beidebstanzen auf die Strahlenantwort der
A549- und GaMG-Tumorzellen wurde mittels Kolonigsesintersucht. Die Uberlebens-
kurven der mit KNK437 und NVP-AUY922 behandeltenmiarzelllinien in Abh&ngigkeit
der Bestrahlungsdosis sind in der Abb. 3.3.3 daefies
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Abb. 3.3.3A. Koloniebildungsfahigkeit der bestrahlen A549- und GaMG-Tumorzelllinien nach
Behandlung mit KNK437 (blau), mit NVP-AUY922 (griin) oder mit beiden Substanzen (rot)Die Dosis-
Uberlebenskurven der Tumorzellen in Abhéngigkeit der Strahlendosis (0 bis 8 Gy) wurden nach dagat-
quadratischen Modell ermittelt. Jeder Datenpunétitstlie Uberlebensfraktionen klonogener Tumorzelie
Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen dar wtcein Mittelwert aus jeweils vier ausgezahlterriBehalen
mit den entsprechenden Standardfehlern.
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Abb. 3.3.3B. Koloniebildungsfahigkeit der bestrahlen A549- und GaMG-Tumorzelllinien nach
Behandlung mit KNK437 (blau), mit NVP-AUY922 (griin) oder mit beiden Substanzen (rot)Legende wie
in Abb. 3.3.3A.

Wie in der Abb. 3.3.3A (blaue Linie) ersichti verlief die Zelluberlebenskurve der
A549-Tumorzelllinie nach Kombination der Bestratgumit 50 uM KNK437 steiler als in
der Kontrolle (schwarze Linie). Nach Kombinationr destrahlung mit 100 uM KNK437
(Abb. 3.3.3B, blaue Linie) zeigte die Zelluberleblemrve der A549-Tumorzelllinie einen
ahnlichen Verlauf wie nach Behandlung mit NVP-AUY92Abb. 3.3.4B, griine Linie).
Diese Ergebnisse weisen auf eine erhohte Strahlghetichkeit nach Kombination der
Bestrahlung mit KNK437 in dieser Tumorzelllinie hiwobei die radiosensibilisierende
Wirkung von KNK437 mit héherer Konzentration dekibitors zunahm (Abb. 3.3.3A und B,
linke Abbildungen). Im Gegensatz dazu blieb diealgnempfindlichkeit der GaMG-
Tumorzelllinie nach Behandlung mit KNK437 unverérideinabhangig von der KNK437-
Konzentration (Abb. 3.3.3A und B, rechte Abbildungbklaue Linien).

Nach simultaner Behandlung mit KNK437 und NXBY922 (Abb. 3.3.3A und B, rote
Linien) war der radiosensibilisierende Effekt vo'WVRHAUY922 (grine Linie) in beiden
Tumorzelllinien nicht erhéht.

Drei Uberlebenskurven wie aus Abb. 3.3.3 wordgiantifiziert und die Uberlebens-
fraktion der unbestrahlten Tumorzellen (PE-Wertyis die strahlenbiologischen Parameter
SF2 und D10 nach Kombination der Bestrahlung miPNAUY922 und KNK437 in Tabelle

3.3.1 zusammengefasst.

105



Ergebnisse

Tabelle 3.3.1. Plattiereffizienz sowie strahlenbiolgische Parameter SF2 und D10 der Tumorzellen A549
und GaMG nach Kombination der Bestrahlung mit KNK437 und NVP-AUY922 (MW + STABW).

Behandlung PE SF2 D10(Gy)
A549-DMSO 0.47+0.11 0.68+0.09 6.1+0.3
+KNK437 50 uM 0.42+0.08 0.50+0.06 4.820.4
+AUY922 50 nM 0.38£0.05 0.33£0.04 3.7£0.3
+KNK+AUY 0.25+0 0.30+0.05 3.3x0.4
A549-DMSO 0.47+0.08 0.65+0.18 6.4+0.4
+KNK437 100 uM 0.25+0.02 0.35+0.12 4.3+£0.2
+AUY922 200 nM 0.34+0.06 0.32+0.02 3.7£0.3
+KNK+AUY 0.28+0.06 0.33+0.01 3.7+0.1
GAMG -DMSO 0.19+0.05 0.72+0.14 8.7£1.1
+KNK437 50 uM 0.16+0.06 0.74+0.07 8.7+0.6
+AUY922 50 nM 0.06+0.04 0.60+0.05 4.9+0.7
+KNK+AUY 0.03+0.02 0.48+0.01 4.1+0.2
GAMG -DMSO 0.14+0.06 0.74+0.11 9.4+£1.1
+KNK437 100 pM  0.13+0.09 0.82+0.08 8.5+0.4
+AUY922 200 nM 0.07+0.04 0.56+0.02 5.3£0.1
+KNK+AUY 0.04+0.02 0.55+0.08 5.840.7

Wie in der Tabelle 3.3.1 gezeigt, blieb der\WErt nach alleiniger Behandlung der A549-
Tumorzelllinie mit 50 uM KNK437 unverandert, wahdewlie alleinige Behandlung mit
100 uM KNK437 die Plattiereffizienz um den Fakto9 Iim Vergleich zur Kontrolle
reduzierte. In Kombination mit der Bestrahlung radue die Behandlung der A549-
Tumorzellen mit 50 uM KNK437 den SF2-Wert um derktba 1.4 und den D10-Wert um
den Faktor 1.3 im Vergleich zu alleiniger BestraiguNach Kombination der Bestrahlung
mit 100 uM KNK437 wurde ein um den Faktor 1.9 nigdrer SF2-Wert sowie ein um den
Faktor 1.5 niedrigerer D10-Wert im Vergleich zuealiger Bestrahlung in der A549-
Tumorzelllinie beobachtet. Diese Ergebnisse deatdreine radiosensibilisierende Wirkung
von KNK437 in der A549-Tumorzellline hin.

Dagegen hatte die alleinige Behandlung mit KNRK keinen Einflul3 auf die
Plattiereffizienz der GaMG-Tumorzelllinie (Tabele3.1, GaMG). Aul3erdem wurde keine
Reduktion der SF2- und D10-Werte in den mit KNK4B&handelten und zusatzlich

bestrahlten GaMG-Tumorzellen im Vergleich zu aligén Bestrahlung verzeichnet.
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Wie aulR3erdem in der Tabelle 3.3.1 zu sehdmtdidie Kombination der Bestrahlung mit
beiden Substanzen, in keiner der getesteten Tuiimiee, zu keiner signifikanten
Reduktion der SF2 und D10-Werte im Vergleich zueinlger Behandlung mit
NVP-AUY922.

Zusammenfassed lasst sich festhalten, dass Badikandlung mit KNK437 eine
radiosensibilisierende Wirkung nur in der A549-Tugadllinie zeigte. Allerdings wurde die
Radiotoxizitdt von NVP-AUY922 nach simultaner Betllamg der getesteten
Tumorzelllinien mit NVP-AUY922 und KNK437 nicht &bht.

3.3.3. Einfluss der Behandlung mit KNK437 allein odr in Kombination mit
NVP-AUY922 und Bestrahlung auf die Expression diveser Markerproteine

Weiterhin wurde die Expression diverser Proteinétetsi Western Blot in den A549- und
GaMG-Tumorzelllinien nach simultaner Behandlung miteiden Inhibitoren und
anschlielBender Bestrahlung untersucht. ReprasentatWestern-Blot-Analysen beider
Tumorzelllinien 30 min nach der Bestrahlung sindder Abb. 3.3.4, sowie 24 h nach der
Bestrahlung in der Abb. 3.3.5 dargestellt.
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Abb. 3.3.4A. Einfluss von KNK437, HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 und Bestrahlung auf die
Expression diverser Markerproteine in der A549-Tumazelllinie. Die Tumorzellen wurden mit KNK437,
NVP-AUY922 oder beiden Substanzen behandelt, dastrdhlt. Dreil3ig Minuten nach Bestrahlung wurden
Zellextrakte prapariert. Die Abbildung zeigt je eireprésentative Western-Blot-Analyse fir die Egpi@n von
HSP90, HSP70, der HSP90-Klientenproteine RAF-1 &l. Das Verhéltnis der integralen Dichte der
Proteinbanden zu dghAktin Banden als Ladekontrolle ist durch die Zahéangegeben.
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Abb. 3.3.4B. Einfluss von KNK437, HSP90-Inhibitionmittels NVP-AUY922 und Bestrahlung auf die
Expression diverser Markerproteine in der GaMG-Tumarzelllinie. Fir Legende siehe Abb. 3.3.4A.

Wie in der Abb. 3.3.4A und B gezeigt, hatte @ehandlung mit 50 uM oder 100 uM
KNK437 keinen Einfluss auf die Expression von HSR98P70, RAF-1 und AKT in beiden
Tumorzelllinien, unabhangig von der verwendeten KISK-Konzentration.

Die Behandlung mit NVP-AUY922 fiihrte zu eirnggsteigerten Expression von HSP70
und HSP90 in beiden Tumorzelllinien (Abb. 3.3.4AduB). AufRerdem induzierte die
Behandlung mit NVP-AUY922 die Reduktion der MengeHSP90-Klientenproteinen AKT

und RAF-1 in beiden Tumorzelllinien.

109



Ergebnisse

Ein wichtiges Ergebnis war, dass die Hochratjph von HSP90 und HSP70 nach
simultaner Behandlung mit KNK437 und NVP-AUY922 iMergleich zu alleiniger
NVP-AUY922-Behandlung unterdrickt wurde (Abb. 38.4nd B). Dabei zeigten die mit
beiden Inhibitoren behandelten A549-Tumorzellereeisrminderte Expression von HSP90
und HSP70 um den Faktor 1.3 (Abb. 3.3.4A, obereschhitt) bzw. Faktor 1.6 (Abb. 3.3.4A,
unterer Abschnitt) im Vergleich zu den mit NVP-AUX® behandelten Proben. Die GaMG-
Tumorzellen zeigten eine reduzierte Expression umaneFaktor von 1.3 bis 1.4 fir HSP90
und um einen Faktor von 1.5 bis 1.6 fur HSP70 imrgléech zu den mit NVP-AUY922
behandelten Proben (Abb. 3.3.4B).

Wie auf3erdem in der Abb. 3.3.4A und B gezdijeb die Expression von RAF-1 und
AKT in beiden Tumorzelllinien nach simultaner Bedamg mit beiden Substanzen &hnlich
wie nach alleiniger Behandlung mit NVP-AUY922.

Drei3ig Minuten nach Bestrahlung blieb die ggsion von HSP90, HSP70, RAF-1 und
AKT unverandert.

Weiterhin wurde die Expression der ProteinéPBl§ HSP70, RAF-1 und AKT in den
A549- und GaMG-Tumorzelllinien 24 h nach der Bdsinag untersucht (Abb. 3.3.5).
Die Tumorzellen wurden mit beiden Substanzen bedigrdanach mit 8 Gy bestrahlt und bis
zur Analyse fur weitere 24 h in frischem DMEM inketi. Die Abb. 3.3.5 stellt

reprasentative Western-Blot-Analysen 24 h nactBestrahlung dar.
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Abb. 3.3.5A. Expression diverser Markerproteine nab Behandlung der A549 Tumorzelllinie mit
NVP-AUY922 und KNK437, 24 h nach der BestrahlungDie Tumorzellen wurden mit KNK437, NVP-
AUY922 oder beiden Substanzen behandelt, dann ahdtstBis zur Analyse wurden die Tumorzellen in
frischem DMEM ohne Inhibitoren inkubiert. Vierundamzig Stunden nach Bestrahlung wurden Zellextrakte
prapariert. Die Abbildung zeigt je eine reprasemgatVestern-Blot-Analyse fur die Expression von 98P
HSP70 sowie der HSP90-Klientenproteine RAF-1 undTAKDas Verhdltnis der integralen Dichte der
Proteinbanden zu dghAktin Banden als Ladekontrolle ist durch die Zahéangegeben
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Abb. 3.3.5B. Expression diverser Markerproteine nalc Behandlung der GaMG Tumorzelllinie mit
NVP-AUY922 und KNK437, 24 h nach der BestrahlungLegende wie in Abb. 3.3.4A.

Wie in der Abb. 3.3.5A und B ersichtlich, Hielie Expression der Hitzeschockproteine
HSP90 und HSP70 sowie die der HSP90-Klientenpret&T und RAF-1 24 h nach dem

Auswaschen von KNK437 in beiden Tumorzelllinien erandert.
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Die NVP-AUY922-vermittelte Hochregulation vatSP70, die bereits unmittelbar nach
Behandlung beobachtet wurde (Abb. 3.3.4), konntd 2é&ch dem Auswaschen des HSP90-
Inhibitors in beiden Tumorzelllinien nachgewiesegrgen. Dabei wurde eine erhdhte HSP70-
Expression in den mit NVP-AUY922 behandelten A549xbrzellen detektiert: um einen
Faktor von 1.3 nach Behandlung mit 50 nM NVP-AUY92bb. 3.3.5A, oberer Abschnitt)
und um einen Faktor von 2 nach Behandlung mit 2D N\VP-AUY922 (Abb. 3.3.5A,
unterer Abschnitt) im Vergleich zur Kontrolle. Ired GaMG-Tumorzelllinie wurde eine
gesteigerte Expression von HSP70 um den Faktor nhéh Behandlung mit 50 nM
NVP-AUY922 (Abb. 3.3.5B, oberer Abschnitt) und umndrFaktor 1.7 nach Behandlung mit
200 nM NVP-AUY922 (Abb. 3.3.5B, unterer Abschnittih Vergleich zur Kontrolle
beobachtet. Die Expression von HSP90 war um dertoFakl bis 1.3 in der A549-
Tumorzelllinie erhdht (Abb. 3.3.5A) und in der GaM@morzelllinie um den Faktor 1.1 bis
1.2 (Abb. 3.3.5B) im Vergleich zur Kontrolle. Glaizeitig konnte die Depletion der HSP90-
Klientenproteine RAF-1 und AKT, die unmittelbar hader Inkubation mit NVP-AUY922
detektiert werden konnte (Abb. 3.3.4), noch 24 kthnaem Auswaschen des HSP90-
Inhibitors in unterschiedlichem Mal3, je nach Kortegiion und Tumorzelllinie,

nachgewiesen werden.

Obwohl unmittelbar nach simultaner Behandlumgit beiden Inhibitoren die
NVP-AUY922-vermittelte Hochregulation von HSP90 udA8P70 in beiden Tumorzelllinien
unterdrickt werden konnte (Abb. 3.3.4), war derbi@rende Effekt von KNK437 reversibel,
sobald die Substanz ausgewaschen wurde. Wie i\loler 3.3.5A im oberen Abschnitt zu
sehen, zeigte die simultane Behandlung der A549érFmetilinie mit 50 nM NVP-AUY922
und 50 uM KNK437 24 h nach dem Auswaschen der Soheh keinen Effekt auf die
Expression von HSP90 im Vergleich zu alleiniger &Mhibition, wahrend die Expression
von HSP70 weiterhin um den Faktor 1.2 im Vergleh alleiniger Behandlung mit
NVP-AUY922 herunterreguliert wird. Die simultane i@adlung der A549-Tumorzelllinie
mit hoheren Konzentrationen (Abb. 3.3.5A, unterbséhnitt) inhibierte die NVP-AUY922-
vermittelte Hochregulation von HSP90 und HSP70znis24 h nach dem Auswaschen der
Inhibitoren. Dabei war die Expression von HSP90 hnamultaner Behandlung der
A549-Tumorzelllinie um den Faktor 1.3 und die Exgzien von HSP70 um den Faktor 1.2
herunterreguliert, im Vergleich zu alleiniger NVRIX922-Behandlung
Im Gegensatz zur A549-Tumorzelllinie, konnte in GaMG-Tumorzelllinie 24 h nach dem

Auswaschen der Inhibitoren keine Unterdrickung dRVP-AUY922-vermittelten

113



Ergebnisse

Hochregulation von HSP90 und HSP70 mittels KNK43&hmerreicht werden, unabhéngig
von der verwendeten Konzentration an KNK437. WieAlob. 3.3.5B gezeigt, wurde die
gleiche Expression von HSP90 oder HSP70 in der GaM@orzelllinie gemessen,
unabhangig davon, ob die Tumorzellen nur mit NVPY®22 oder mit beiden Substanzen
behandelt wurden.

Die Expression der HSP90-Klientenproteine Akilid RAF-1 blieb 24 h nach dem
Auswaschen der Inhibitoren unverandert, unabhadgign, ob die Tumorzellen mit beiden
Substanzen oder nur mit NVP-AUY922 behandelt wui@dob. 3.3.5A und B).

Bis zu 24 h nach der Bestrahlung blieb dierBggion der untersuchten Proteine HSP9O0,
HSP70, RAF-1 und AKT unverandert.

3.3.4. Einfluss der Behandlung mit KNK437 allein odr in Kombination mit
NVP-AUY922 und Bestrahlung auf den Zellzyklus

Die A549- und GaMG-Tumorzellen wurden mit KNK437duNVP-AUY922 behandelt und
mit 8 Gy bestrahlt. Nach Bestrahlung wurden die drrellen bis zur Analyse in frischem
DMEM inkubiert. Dreif3ig Minuten und 24 h nach dezdiahlung wurden die Zellen fixiert,
mit Pl gefarbt und anschlieRend durchflusszytorsetranalysiert (Abb. 3.3.6A-D).
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Abb. 3.3.6A. Zellzyklusverteilung der A549-Tumorzden nach Behandlung mit 50 uM KNK437 und
50 nM NVP-AUY922, 30 min und 24 h nach der Bestralnhg. Die Tumorzellen wurdemit den Inhibitoren
behandelt, mit 8 Gy bestrahlt, anschlieBend fixigxl mit Pl gefarbt. Die Analyse des DNA-Gehaltsraeu
durchflusszytometrisch im linearen Modus durchgefiudezeigt sind reprasentative DNA-Histogramme der
unbestrahlten (ungeftillte Histogramme) und begeah(gefillte Histogramme) Tumorzellen. Die Zahtgiben
den prozentualen Anteil der Tumorzellen in den Gt-und G2-Phasen an, woraus der G2/G1-Faktor leséc
wurde.
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Abb. 3.3.6B. Zellzyklusverteilung der A549-Tumorzden nach Behandlung mit 100 pM KNK437 und
200 nM NVP-AUY922, 30 min und 24 h nach der Bestrdaing. Fur Legende siehe Abb. 3.3.6A.
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Abb. 3.3.6C. Repréasentative Zellzyklusverteilung deGaMG-Tumorzellen nach Behandlung mit 50 puM
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Abb. 3.3.6D. Repréasentative Zellzyklusverteilung deGaMG-Tumorzellen nach Behandlung mit 100 uM
KNK437 und 200 nM NVP-AUY922, 30 min und 24 h nactder Bestrahlung. Fir Legende siehe Abb.
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Wie in der Abb. 3.3.6 zu sehen (ungefllltetbtisamme, 30 min-Werte), induzierte die
alleinige Behandlung mit KNK437 eine AkkumulatioerdTumorzellen in der G2/M-Phase.
Dabei betrug der Anteil der sich in der G2/M-Phaséindlichen A549-Tumorzellen nach
alleiniger Behandlung mit KNK437 30 bis 40%, je ma€onzentration des Inhibitors, im
Vergleich zu 13% in der Kontrolle (Abb. 3.3.6A ul®). Wie in der Abb. 3.3.6C und D
ersichtlich, war der Anteil der mit KNK437 alleiteehandelten GaMG-Zellen in der G2/M-
Phase circa 30% der Gesamtzellpopulation im Vesfgleu 8% in den Kontrollproben.

Die alleinige Behandlung mit NVP-AUY922 indadie in beiden Tumorzelllinien einen
G2/M-Arrest sowie eine Reduktion der S-Phase. Dabeirde der Anteil der
A549-Tumorzellen in der S-Phase auf circa 2% (SsPH2epletion) reduziert, im Vergleich
zu 38% in der Kontrolle. Gleichzeitig stieg der @ihtder sich in der G2/M-Phase
befindlichen A549-Tumorzellen auf 57% bis 66% imr§leich zu 13% in der Kontrolle
(Abb. 3.3.6A und B). Wie in der Abb. 3.3.6C und [2zgigt, betrug der Anteil der
NVP-AUY922-behandelten GaMG-Tumorzellen in der &$th9 bis 12% und in der G2/M-
Phase circa 40% der Gesamtzellpopulation im Verlgleu den Kontrollproben (circa 30%
S-Phase-Zellen und 8% G2/M-Phase-Zellen).

Die simultane Behandlung der Tumorzellen mNK437 und NVP-AUY922 fihrte zu
einer ahnlichen Zellzyklusverteilung wie nach allger KNK437-Behandlung: G2/M-Arrest
ohne S-Phase-Depletion. Dabei betrug der Antei\a#9-Tumorzellen in der S-Phase 20%
bis 30% und die in der G2/M-Phase 41% bis 47% (ABIR.6A und B, ungefllite
Histogramme, 30 min-Werte), je nach Konzentratiar thhibitoren, im Vergleich zur
Kontrolle (circa 38% S-Phase-Zellen und 13% G2/Md$#hZellen). Wie in der Abb. 3.3.6C
und D gezeigt (ungeflllte Histogramme 30 min), t@hdie simultane Behandlung der
GaMG-Tumorzelllinie zu einer Akkumulation der Zellen der G2/M-Phase auf 50 bis 60%,
je nach Konzentration der Inhibitoren, wahrend Aeteil an Zellen in der S-Phase circa 20%
betrug im Vergleich zur Kontrolle (circa 30% S-Péallen und 8% G2/M-Phase-Zellen).

DreiRig Minuten nach der Bestrahlung lieRerh dieine Anderungen in der Zellzyklus-
verteilung der bestrahlten Tumorzellen (gefilltstalgramme in Abb. 3.3.6) im Vergleich zu

den unbestrahlten Kontrollen (ungefillte Histograehmetektieren.
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Weiterhin zeigt Abb. 3.3.6 (ungeflllte Histagime, 24 h-Werte) die Ergebnisse der
Zellzyklus-Analyse nach Behandlung der Tumorzelteit KNK437, NVP-AUY922 oder
beiden Substanzen 24 h nach dem Auswaschen deitémbn ohne zuséatzliche Bestrahlung.

In den Tumorzellen, die mit 50 uM KNK437 afieibehandelt wurden, waren 24 h nach
dem Auswaschen des Inhibitors keine Zellzyklusstgemm mehr erkennbar (Abb. 3.3.6A und
C, 2. Reihe). In den mit 100 uM KNK437 behandeliemorzellen konnte noch 24 h nach
dem Auswaschen des Inhibitors ein G2/M-Arrest gemeswerden. Hierbei wurde eine
gesteigerte Akkumulation der mit KNK437 behandel&9-Tumorzellen in der G2/M-
Phase (33%) im Vergleich zu 16% in der Kontrollde#lgert (Abb. 3.3.6B, ungefllite
Histogramme). In den mit 100 uM KNK437 behandel@aMG-Tumorzellen war 25% der
Gesamtpopulation in der G2/M-Phase im VergleiciZ% in der Kontrolle (Abb. 3.3.6D).

Nach alleiniger Behandlung der A549-Tumorzelieit NVP-AUY922 konnte 24 h nach
dem Auswaschen des HSP90-Inhibitors eine Akkunmanadier Zellen in der G2/M-Phase nur
in denjenigen Zellen beobachtet werden, die mit BBDNVP-AUY922 behandelt wurden,
von 42% im Vergleich zu 16% in den Kontrollprobekbl. 3.3.6B, 3. Reihe, ungeflllte
Histogramme). In den mit NVP-AUY922 behandelten GaVlumorzellen wurde 24 h nach
dem Auswaschen des HSP90-Inhibitors eine Akkumarnader Tumorzellen in der G2/M-
Phase zwischen 30% und 40% gemessen, je nhach NWB22JKonzentration, im Vergleich
zu 15% in den Kontrollproben (Abb. 3.3.6C und DR@&ihe, ungeflllte Histogramme).

Die simultane Behandlung mit beiden Substanzdéme Bestrahlung) induzierte einen
G2/M-Arrest in der A549-Tumorzelllinie im Vergleiclzu alleiniger NVP-AUY922-
Behandlung, wenn niedrigere Konzentrationen des 99SRhibitors verwendet wurden
(Abb. 3.3.6A, letzte Reihe, ungefullte Histogramm@jie in der Abb. 3.3.6A ersichtlich,
wurde 24 h nach dem Auswaschen der Inhibitoren &kik@mulation der A549-Tumorzellen
in der G2/M-Phase auf circa 40% erreicht, wennngite50 uM KNK437 und 50 nM NVP-
AUY922 behandelt wurden. Dies bedeutet einen G2ivk# durch die zusatzliche
Behandlung mit 50 uM KNK437 (G2/G1=2.8) im Vergleizu alleiniger Behandlung mit
50 nM NVP-AUY922 (G2/G1=0.3). Dagegen war die Z@llmsverteilung der mit 100 uM
KNK437 und 200 nM NVP-AUY922 behandelten A549-Tumelten &ahnlich wie nach
alleiniger Behandlung mit dem HSP9O0-Inhibitor (Al33.6B). In der GaMG-Tumorzelllinie
erhohte die simultane Behandlung mit beiden Substaden G2/M-Arrest um circa 10% im
Vergleich zu alleiniger NVP-AUY922-Behandlung initben Kombinationen (Abb. 3.3.6C

und D, jeweils die letzte Reihe, ungeflllte Hiseogme).
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Die Ergebnisse der Zellzyklus-Analyse nach @&etung der Tumorzellen mit KNK437,
NVP-AUY922 oder beiden Substanzen in Kombination Bestrahlung sind in Abb. 3.3.6
(gefillte Histogramme, 24 h-Werte) gezeigt. Wie amat, war der Einfluss der Bestrahlung
auf den Zellzyklus 24 h post-IR detektierbar. Indee Tumorzelllinien kam es zu einem
G2/M-Arrest (G2/G1=0.6 in der A549-TumorzelllinieniVergleich zu G2/G1=0.3 in der
unbestrahlten Kontrolle, bzw. G2/G1=0.5 in der GaWi@norzelllinie im Vergleich zu
G2/G1=0.2 in der unbestrahlten Kontrolle).

Die Kombination der Bestrahlung mit KNK437 (&b 3.3.6, 2. Reihe, geflllte
Histogramme) erhohte den G2/M-Arrest in beiden Treeltlinien im Vergleich zu alleiniger
KNK437-Behandlung. Dies zeigte sich in den hoh&e@hG1-Werten nach Kombination der
Bestrahlung mit KNK437 im Vergleich zu alleiniger NK437-Behandlung. Fur die
A549-Tumorzelllinie waren die G2/G1l-Werte nach Konaion der Bestrahlung mit
KNK437 G2/G1=1.4 im Vergleich zu G2/G1=0.3 in detbestrahlten Probe (Abb. 3.3.6A)
sowie G2/G1=1.3 im Vergleich zu G2/G1=0.8 nachiideer KNK437-Behandlung (Abb.
3.3.6B). Fur die GaMG-Tumorzelllinie waren die G2/8/erte nach Kombination der
Bestrahlung mit KNK437 wie folgt: G2/G1=0.6 im Végh zu G2/G1=0.1 in der
unbestrahlten Probe (Abb. 3.3.6C), sowie G2/G1laMm8Vergleich zu G2/G1=0.5 nach
alleiniger KNK437-Behandlung (Abb. 3.3.6D).

In den mit 50 nM NVP-AUY922 behandelten undgtb@hlten A549-Tumorzellen konnte
ein G2/M-Arrest (G2/G1=1.9) 24 h nach der Bestragldetektiert werden, (Abb. 3.3.6A, 3.
Reihe, geflilltes Histogramm), wahrend die NVP-AUZ23handelten, unbestrahlten Proben
keine Zellzyklusstorungen aufwiesen (Abb. 3.3.6A, Reihe, ungefilltes Histogramm).
Die Kombination der Bestrahlung mit 200 nM NVP-AUXBerhohte die Akkumulation der
A549-Tumorzellen in der G2/M-Phase auf 63% im Veigt zu NVP-AUY922 allein (42%
G2/M-Phase-Zellen), wie in der Abb. 3.3.6B ersichtl In Kombination mit Bestrahlung
blieb die Zellzyklusverteilung der NVP-AUY922 belumiten und zusatzlich bestrahlten
GaMG-Tumorzellen ahnlich wie nach alleiniger HSRBBibition (Abb. 3.3.6C und D,
3. Reihe, 24 h-Histogramme).

In Kombination mit Bestrahlung zeigten die iNK437 und NVP-AUY922 behandelten
Tumorzellen ahnliche Zellzyklusverteilungen wie etBestrahlung (Abb. 3.3.6, letzte Reihe,

24 h-Histogramme).
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Die Ergebnisse der Zellzyklusverteilung voeidimabhangigen Experimenten sind in den

folgenden Tabellen zusammengefasst.

Tabelle 3.3.2. Zellzyklusverteilung der A549- und @MG-Tumorzelllinien nach Behandlung mit 50 puM
KNK437 und 50 nM NVP-AUY922, 30 min und 24 h nach ér Bestrahlung (MW + STABW).

. Dosis 30 min nach derBestrahlung 24 h nach der Bestrahlung

MR ZEINAE |- e [ Gl S G2M[G2G1| G1 S  G2IM [ G2/G1

) (%) (%) (%) (%) (%)

A549-DMSO 0 50+2 36+0 14+2| 0.3 51+14 28+7 21+7| 04
8 49+4 38+4 13+1| 0.3 47+9 10+7 44+4 1.0
+KNK437 0 30+2 42+1 27+3| 0.9 52+12  30+11 17+#1| 0.3
8 3042 39+7 31+8| 1.0 3846 743 55¢3 | 14
+AUY922 0 40+1 3+1 571 14 46+1 36+4 19+5 0.4
8 39+2 54 56+2 14 29+2 10+1 62+2 2.1
+KNK+AUY 0 376 19+1 44+6 1.2 10+4 46+6 44+7 4.4
8 3716 21+2 43+7| 1.2 20+1 34+3 46+3 2.3
GaMG-DMSO 0 58+11 3148 10+4| 0.2 537 34+3 13+5 0.2
8 55+11 37#11 9+1 0.2 50+3 2948 2146 0.4
+KNK437 0 21+1 39+15 40+14 1.9 52+7 357 12+7 0.2
8 202 39+15 41+15 2.0 41+9 25+14  35+12] 0.9
+AUY922 0 43+6 15+9 42+14 1.0 53+4 2249 2515 0.5
8 42+7 14+7  44+13] 1.0 46+9 21+12 32+#6| 0.7
+KNK+AUY 0 2715 1616 S7+7 2.1 307 3218 3816 1.3
8 2615 17+6 57+6| 2.2 29+12 28+8 45+2 | 1.5

Die Zahlen geben den prozentuallen Anteil der Twakben in den G1-, S- und G2/M-Phasen an, woraus de
G2/G1-Faktor berechnet wurde.
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Tabelle 3.3.3. Zellzyklusverteilung der A549- und @MG-Tumorzelllinien nach Behandlung mit 100 uM
KNK437 und 200 nM NVP-AUY922, 30 min und 24 h nacller Bestrahlung (MW + STABW).

. Dosis 30 min nach der Bestrahlung 24 h nach der Bestrahlung

MR ZEINE e~ @ S G2/M | G2iG1| G1 S  G2M [ G2/G1

) () (%) (%) (%) (%)

A549-DMSO 0 49+10 36%3 15+3| 0.3 54+6 31+7 15+2 0.3
8 49+1 37+1 14+2 | 0.3 507 9+2 41+5 0.8
+KNK437 0 43+7 23+2 34+7| 0.8 40+7 2518 34+13| 0.9
8 43+5 2242 35t5| 0.8 39+2 7+3 5515 1.4
+AUY922 0 34+2 3+1 63+3| 1.9 28+4 19+2 56+3 2.0
8 33+3 413 63+4 | 1.9 2616 12+2 62+5 | 2.4
+KNK+AUY 0 34+6 254 41+7 1.2 35+1 26+2 39+2 1.1
8 3616  25+3 39+7| 1.1 35+1 24+1 40+2 | 1.1
GaMG-DMSO 0 55+16 37+14 8+2 0.1 5545 31+6 14+2 0.2
8 5819 31+9 11+6| 0.1 4614 2949 2245 0.5
+KNK437 0 29+10 43+8 28+10 1.0 45+5 336 2245 0.5
8 2818 41+4 3010, 1.1 376 22413  41+14] 1.1
+AUY922 0 39+7 13+3 48+9| 1.2 43+1 21+10 36+10] 0.7
8 38+10 14+1  48+9| 1.2 43+1 22+6 37¢8 | 0.8
+KNK+AUY 0 24+3 24+4 53+6 2.2 264 1715 57+3 2.2
8 224 2314 955 | 25 27+1 14+4 60+4 2.2

Die Zahlen geben den prozentuallen Anteil der Twmlben in den G1-, S- und G2/M-Phasen an, woraus de
G2/G1-Faktor berechnet wurde.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, ddssTjestsubstanz alleine in beiden Tumor-
zelllinien einen G2/M-Arrest induzierte. Ohne Babltung liel3 die Wirkung der Inhibitoren
auf den Zellzyklus 24 h nach dem Auswaschen derstdoben nach, vor allem wenn
geringere Konzentrationen verwendet wurden (Tal&Be2, 24 h-Werte). Die Kombination
der Bestrahlung mit KNK437 oder NVP-AUY922 bewirktlass der G2/M-Arrest bis zu 24 h
nach dem Auswaschen der Testsubstanzen anhielel{@al8.3.2 und 3.3.3, 24 h-Werte).
Im Vergleich zu alleiniger NVP-AUY922-Behandlungwiekte die simultane Behandlung
mit KNK437 und NVP-AUY922 in beiden Tumorzelllinieeinen G2/M-Arrest ohne dass
gleichzeitig eine starke Reduktion der S-Phaséfatat
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3.3.5. Einfluss der Behandlung mit KNK437 allein odr in Kombination mit
NVP-AUY922 und Bestrahlung auf die DNA-Schaden

Die Induktion und Reparatur der DNA-Schaden in demorzelllinien A549 und GaMG
nach Kombination der Bestrahlung mit KNK437 und NXBY922 wurde Uber die
Expression voryH2AX als DNA-DSB-Marker bestimmt. Daflir wurden diemorzellen mit
KNK437, NVP-AUY922 oder beiden Inhibitoren behandelann mit 8 Gy bestrahlt.
Nach Bestrahlung wurden die Tumorzellen bis zu ps@lin DMEM ohne Inhibitoren
inkubiert.

Reprasentative Histogramme deiH2AX-Verteilung nach Behandlung der Tumor-
zelllinien mit KNK437 und NVP-AUY922, 30 min und 24 nach der Bestrahlung sind in
Abb. 3.3.7A-D dargestellt.

124



Ergebnisse

DMSO KNK437 NVP-AUY922 KNK+AUY

A549
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YH2AX-Gehalt, a. u.

Abb. 3.3.7A. Expression voryH2AX nach Behandlung der Tumorzelllinien A549 und GMG mit 50 pM
KNK437 und 50 nM NVP-AUY922, 30 min nach der Bestralung mit 8 Gy. Die Abbildung stellt
reprasentative FACS-Analysen der unbestrahlten dfiifite Histogramme) und bestrahlten (geflllte
Histogramme) Tumorzellen dar, wobei die Zahlen mi#tlere Intensitét der griinen Fluoreszenz wybt2AX
angeben.

DMSO KNK437 NVP-AUY922 KNK+AUY

A549
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Ewvents
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Ewerits
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YH2AX-Gehalt, a. u.

Abb. 3.3.7B. Expression voryH2AX nach Behandlung der Tumorzelllinien A549 und GMG mit 100 uM
KNK437 und 200 nM NVP-AUY922, 30 min nach der Bestthlung mit 8 Gy. Legende wie in Abb. 3.3.7A.
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Wie in Abb. 3.3.7A und B (ungeflllte Histograma) gezeigt, kam es nach alleiniger
Behandlung beider Tumorzelllinien mit KNK437 odeit IMVP-AUY922 zu einer Erh6hung
der HistonyH2AX-Expression im Vergleich zur Hintergrundexpiiessin den unbehandelten
Kontrollen: um einen Faktor von 1.2 bis 1.3, je maonzentration des Inhibitors, nach
alleiniger Behandlung mit KNK437 oder um einen eakéon 1.4 bis 1.5 nach alleiniger
Behandlung mit NVP-AUY922 in der A549-Tumorzelliniln der GaMG-Tumorzelllinie
stieg dieyH2AX-Expression um den Faktor 1.5 bis 1.6 nachirtier Behandlung mit
KNK437 oder NVP-AUY922.

Die simultane Behandlung mit KNK437 und NVP-AUY9f%hrte zu keinen zusatzlichen
DNA-Schaden im Vergleich zu alleiniger NVP-AUY922andlung in der

A549-Tumorzelllinie. Dagegen zeigten die GaMG-Turatlien zusatzliche DNA-Schaden
nach simultaner Behandlung mit beiden Inhibitonem: den Faktor 1.3 (Abb. 3.3.7A) sowie
um den Faktor 2 (Abb. 3.3.7B) im Vergleich zu allger NVP-AUY922-Behandlung

Dreif3ig Minuten nach der Bestrahlung (Abb.38und B, geflllte Histogramme) kam es
zu einer Erhéhung dgH2AX-Expression um einen Faktor von 1.2 bis 1.3mBehandlung
mit jeweils einem Inhibitor im Vergleich zu alleger Bestrahlung. In Kombination mit
Bestrahlung induzierte die simultane Behandlung téiden Inhibitoren zusatzliche
DNA-Schaden in der A549-Tumorzelllinie um den Fakiol (Abb. 3.3.7A) und um den
Faktor 1.2 (Abb. 3.3.7B) im Vergleich zur NVP-AUY&2R-Kombination. In der GaMG-
Tumorzelllinie fuhrte die Kombination der Bestramjumit KNK437 und NVP-AUY922 zu
einer Erh6hung defH2AX-Expression um einen Faktor von 1.2 (Abb. 3A3.1Bis Faktor 1.4
(Abb. 3.3.7B) im Vergleich zur NVP-AUY922/IR-Komlation.

Reprasentative Histogramme der Fluoreszeraalgry vonyH2AX nach Behandlung der

Tumorzellen mit KNK437 und NVP-AUY922 24 h nach dBestrahlung sind in Abb. 3.3.7C
und D dargestellt.
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Abb. 3.3.7C. Expression voryH2AX nach Behandlung der Tumorzelllinien A549 und GMG mit 50 uM
KNK437 und 50 nM NVP-AUY922, 24 h nach der Bestrahing mit 8 Gy. Die Abbildung stellt reprasentative
FACS-Analysen der unbestrahlten (ungefiillte Histogme) und bestrahlten (gefiilite Histogramme) Tumor-
zellen dar, wobei die Zahlen die mittlere Intertsitér griinen Fluoreszenz vgH2AX angeben.

DMSO KNK437 NVP-AUY922 KNK+AUY

A549

12

Everts
Ewerts
Ewerts
Everts

GaMG

Ewvents
Ewerts
Ewerits
Ewvents

YH2AX-Gehalt, a. u.

Abb. 3.3.7D. Expression voryH2AX nach Behandlung der Tumorzelllinien A549 und GMG mit 100 uM
KNK437 und 200 nM NVP-AUY922, 24 h nach der Bestralang mit 8 Gy. Firr Legende siehe Abb. 3.3.7C.
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Wie in der Abb. 3.3.7C und D (ungefullte Hgtamme) ersichtlich, beeinflusste die
alleinige Behandlung mit KNK437 das Ausmald der DRéstschaden in der A549-Tumor-
zelllinie. Dabei war digH2AX-Expression der mit KNK437-behandelten A549-Taraellen
24 h nach dem Auswaschen des Inhibitors um deroFaks hoéher als in den unbehandelten
Proben. Im Gegensatz zu A549 war g2 AX-Expression und damit das Ausmald der DNA-
Doppelstrangbriche in KNK437 behandelten GaMG-Tweiten 24 h nach dem
Auswaschen des Inhibitors &hnlich wie in den Kdigroben, unabhangig von der KNK437-
Konzentration. Dies deutet darauf hin, dass die EBthaden, die unmittelbar nach alleiniger
Behandlung der GaMG-Tumorzelllinie mit KNK437 eatstien (Abb. 3.3.7A, untere Reihe,
ungefullte Histogramme) nach einer Reparaturzent24 h repariert wurden.

Nach alleiniger Behandlung der A549-Tumorzall mit NVP-AUY922 wurde eine
hohereyH2AX-Expression im Vergleich zu den Kontrollzelldetektiert: um den Faktor 1.3
nach Behandlung mit 50 nM NVP-AUY922 oder um dekt&ial.9 nach Behandlung mit
200 nM NVP-AUY922. Die mit 50 nM NVP-AUY922 behartimmn GaMG-Tumorzellen
hatten 24 h nach dem Auswaschen des HSP90-InlslitorlicheyH2AX-Expression wie die
Kontrollzellen und zeigten damit keine unreparieri@NA-Schaden (Abb. 3.3.7C, untere
Reihe, ungeflllte Histogramme). Dagegen warydiR AX-Expression in den mit 200 nM
NVP-AUY922 behandelten GaMG-Tumorzellen um einektéiavon 1.3 hoher als in der
Kontrolle (Abb. 3.3.7D, untere Reihe, ungefilltestdgramme).

Nach simultaner Behandlung mit beiden Inhitgitoin niedrigeren Konzentrationen wurde
in beiden Tumorzelllinien 24 h nach dem AuswasatenSubstanzen einen hohepét2 AX-
Gehalt als nach alleiniger NVP-AUY922-Behandlungn wlen Faktor 1.4 in der A549-
Tumorzelllinie (Abb. 3.3.7C, obere Reihe, ungetiltistogramme) und um den Faktor 1.2 in
der GaMG-Tumorzelllinie (Abb. 3.3.7C, untere Reihengefillte Histogramme).
Nach Behandlung mit héheren Konzentrationen beldbibitoren war kein Unterschied
zwischen kombinierter Behandlung und alleiniger NMBY922-Behandlung betreffend der

yH2AX-Expression in beiden Tumorzelllinie zu erkenne

Vierundzwanzig Stunden nach der Bestrahlurigtee die mit jeweils einem Inhibitor
behandelten und zusatzlich bestrahlten A549-Tuntlerz@inen um den Faktor 1.3 bis 1.5
hoherenyH2AX-Gehalt als die unbehandelten, bestrahlten &rptwvas auf zusatzliche DNA-
Schaden hinweist (Abb. 3.3.7C und D, obere Reilkéjlite Histogramme). In der GaMG-

128



Ergebnisse

Tumorzelllinie fuhrte die Kombination der Bestramjumit KNK437, unabhangig von der
Konzentration des Inhibitors, sowie mit 50 nM NVRM922 24 h post-IR zu keinen
zusatzlichen DNA-Schaden im Vergleich zu alleinig@astrahlung. Nach Kombination der
Bestrahlung mit 200 nM NVP-AUY922 war d@d2AX-Gehalt in der GaMG-Tumorzelllinie
um einen Faktor von 1.4 hoher als nach alleinigest&hlung (Abb. 3.3.7C und D, untere

Reihe, geflllte Histogramme).

Nach Kombination der Bestrahlung mit beiderbsanzen konnten 24 h post-IR keine
zusatzlichen DNA-Schaden in der A549-Tumorzelllinim Vergleich zu alleiniger
NVP-AUY922-Behandlung detektiert werden. Die mit M KNK437 und 50 nM NVP-
AUY922 behandelten und bestrahlten GaMG-Tumorzelkigten einen um Faktor 1.4 (85 a.
u.) erhohteryH2AX-Gehalt und damit mehr DNA-Restschaden im Veiadi zu den Proben,
die nur mit NVP-AUY922 behandelt und anschlieRengstiahlt wurden (60 a. u.).
Nach Kombination der Bestrahlung mit hoheren Kotrzgionen beider Inhibitoren fiel der
Unterschied geringer aus: 72 a. u. nach BehandmmdNVP-AUY922 und 82 a. u. nach

simultaner Behandlung mit beiden Inhibitoren (Fakid).

Die Ergebnisse aus diesem Kapitel zeigen, dassidabregulation von HSP90 und HSP70
nach HSP90-Inhibition unmittelbar nach simultaneeh&dlung mit KNK437 und
NVP-AUY922 in beiden getesteten Tumorzelllinien A54nd GaMG unterdriickt werden
konnte. Allerdings konnte 24 h nach dem Auswasclden Inhibitoren nur in der
A549-Tumorzelllinie eine KNK437-vermittelte Untetiikung der Stressantwort infolge von
HSP90-Inhibition detektiert werden. Obwohl KNK43#h ider A549-Tumorzelllinie
radiosensibilisierend wirkte, konnte durch die disme Behandlung mit beiden Inhibitoren
die NVP-AUY922-induzierte Radiosensibilisierung leiden Tumorzelllinien nicht erhoht

werden.
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4. Diskussion

4.1. Modulation der Strahlenempfindlichkeit humaner Tumorzelllinien
mittels der neuartigen HSP90-Inhibitoren NVP-AUY922und NVP-BEP800

Das HSP90-Protein ist ein molekulares Chaperomlwert in die Faltung, Aktivierung,
Translokation sowie Degradation (Pearl et al. 2008jtesell & Lindquist 2005; Sarto et al.
2000) von mehr als 200 Klientenproteinen (zusamrefsgt in http://www.picard.ch/
downloads/Hsp90facts.pdf). Eine Vielzahl der HSKR@@ntenproteine sind an allen
Schlusselprozessen der Tumorentstehung und Tungogasion beteiligt (Zhang & Burrows
2004; Peterson & Blagg 2009) und sind mit allencHuvutationen erworbene Fahigkeiten
der Tumorzellen assoziiert (Hanahan & Weinberg 200QuRerdem spielen bestimmte
HSP90-Klientenproteine, darunter DNA-Reparaturpnat€Dote et al. 2006), Komponenten
der Signaltransduktionswege, die Zelliberleben giitiden, wie z. B. EGF-Rezeptoren,
RAF-1 und AKT (Camphausen & Tofilon 2007; Dote ét 2005) sowie Regulatoren der
Apoptose wie Survivin (Fortugno et al. 2003; Reitlet al. 2011 ) eine wichtige Rolle bei
der Resistenz vieler Tumoren gegeniber ionisierei@tehlung bei klinisch relevanten
Dosen. Dadurch stellt die Modulation von HSP90 einglversprechenden Therapieansatz
zur Radiosensibilisierung strahlenresistenter Twelten dar.

Im Gegensatz zu den Single-Target-Therapi¢aesazur Erhohung der Strahlen-
empfindlichkeit radioresistenter Tumoren wie z.iB gharmakologische Inhibition der DNA-
Reparatur mittels des PARP-Inhibitors ABT-888, Bieckade der EGF-Rezeptoren mittels
Cetuximab oder Erlotinib sowie des AngiogenesefaktdEGF mittels Bevacizumab, die
bereits in klinischen Studien erprobt wurden (zusemgefasst in Dumont et al. 2009), bietet
die Modulation von HSP90, durch die gleichzeitigdibierung multipler Targets und der
damit verbundenen Uberlebensmechanismen, die odigier Multi-Target-Therapie an.

Die Wirkung der pharmakologischen HSP9O-Irtiobi auf die Strahlenempfindlichkeit
humaner Zelllinien wurde seit langerem untersudull( et al. 2004; Dote et al. 2005;
Machida et al. 2005; Dote et al. 2006; Shintarale2006; Noguchi et al. 2006; Koll et al.
2008; Kabakov et al. 2008; Moran et al. 2008; Fetjial. 2010). Sowohl bei der Kombination
der HSP9O0-Inhibition mit DNA-schadigenden Agenz{Robles et al. 2006) als auch mit der
Bestrahlung (Koll et al. 2008; Bisht et al. 2008hrte die Behandlung mit verschiedenen
HSP90-Inhibitoren vor der Bestrahlung zu maximafynergie. Die Einwirkzeit der

HSP90-Inhibitoren, notwendig um eine Radiosensigifung zu induzieren, lag dabei
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zwischen 4 h und 24 h (Bisht et al. 2003). Auchnderen Studien fiihrte die Behandlung mit
HSP90-Inhibitoren von 6 h bis 24 h vor der Besuabl zur Radiosensibilisierung der
getesteten Tumorzelllinien (Machida et al. 2003;s$tll et al. 2003; Bull et al. 2004;
Machida et al. 2005; Harashima et al. 2005; Matdorsbal. 2005; Noguchi et al. 2006; Dote
et al. 2006; Fujii et al. 2010; Yin et al. 2010).eDmolekulare Mechanismus der
Radiosensibilisierung nach pharmakologischer HSIRBition ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Fur die Geldanamycin-vermittelte Radiasbilisierung wurde die Degradation
diverser Radio-resistenz-assoziierter Proteine &~R/ERBB1, ERBB2, sowie AKT und
RAF-1 vorgeschlagen (Chinnaiyan et al. 2006). Aséligs fuhrte die 17-DMAG-induzierte
Degradation des EGF-Rezeptors ERBB2 (Bull et @d42ote et al. 2005) oder die siRNA-
vermittelte Herunterregulierung der ERBB2-Expressfbote et al. 2005) nicht zur Radio-
sensibilisierung der getesteten Tumorzelllinieredei Ergebnisse weisen darauf hin, dass der
Verlust des ERBB2-Proteins zwar notwendig fir diediRsensibilisierung sein kann, aber
nicht ausreichend. Die in diesen Studien verwemdet#SP90-Inhibitoren (Radicicol,
Geldanamycin und seine Derivate 17-AAG oder 17-DMABigten allerdings zahlreiche
Limitierungen in der klinischen Anwendung, darunsehwache Loslichkeit in Wasser und
hohe Toxizitat vor allem in der Leber (Biamonteakt 2010), daher wird weiterhin nach
HSP90-Inhibitoren mit verbesserter Loslichkeit im$8er und geringerer Toxizitat geforscht.

In dieser Arbeit wurden zwei synthetische H&Rthibitoren verwendet, NVP-AUY922,
ein Isoxazol-Resorcinol-Derivat, und NVP-BEP800n éPyrimidin-Derivat, sowie das
Geldanamycin-Derivat 17-DMAG als Vergleich. Die adigen HSP90-Inhibitoren
NVP-AUY922 und NVP-BEP800 sind wasserloslich unadytan in verschiedenen Studien
anti-proliferative Wirkung gegen verschiedene Tumatitinien und Xenograft-Tiermodellen
bei gut vertraglichen Dosen (Brough et al. 2008¢cléx et al. 2008; Jensen et al. 2008;
Stuhmer et al. 2009; Stuhmer et al. 2008; Bergstedbral. 2008; Monazzam et al. 2009;
Kaiser et al. 2010; Munnink et al. 2010; Nagengastl. 2010; Gaspar et al. 2010; Massey et
al. 2010a; Tauchi et al. 2011). Die Wirkungen demartigen HSP90-Inhibitoren 24 h vor der
Bestrahlung wurde in dieser Arbeit in vier human&amorzelllinien unterschiedlicher
Entitaten untersucht, die Lungenkarzinomzelllini48, die Fibrosarkomzelllinie HT1080,
sowie zwei Glioblastomzelllinien, GaMG und SNB19.

Die optimale Konzentration der HSP90-Inhiketor wurde mittels in vitro
Zytotoxizitatstest bestimmt. Die von uns ausgeveKlonzentration von 200 nM reduzierte

die Viabilitat der getesteten Tumorzelllinien aufximal 65% (Abb. 3.1.1) und lag nahe bei
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den in der Literatur angegebenen Konzentrationed 7TaEDMAG von 100 nM (Robles et al.
2006; Koll et al. 2008).

Die Strahlenempfindlichkeit humaner Tumorzeidin nach Behandlung mit 200 nM
HSP90-Inhibitoren wurde mittels Kolonietests 24 ¢r vler Bestrahlung bestimmt (Abb.
3.1.2, Tabelle 3.1.1). Dabei konnte gezeigt werdiaiss die Behandlung mit den neuartigen
HSP90-Inhibitoren die Strahlenempfindlichkeit detegteten Tumorzellen erhéhte.

Die zellulare Strahlenempfindlichkeit ist dar&komplexe Interaktionen mit multiplen
Signaltransduktionswegen bestimmt, welche die Apsgt die Zellproliferation und das
Zelliberleben, sowie die DNA-Reparatur reguliere@arphausen & Tofilon 2007).
Die Prozesse, die bei der Radiosensibilisierungy #8P90-Inhibition beteiligt sein kdnnten,
wurden in dieser Arbeit untersucht.

Um die Rolle der Apoptose bei der Radiosetisibrung zu bestimmen, wurde der Anteil
an Zellen mit hypodiploidem DNA-Gehalt durchflussayetrisch bestimmt (Kapitel 3.1.3)
sowie die Expression von Apoptose-regulierendeneifren mittels Western Blot analysiert
(Kapitel 3.1.4).

Die alleinige Behandlung mit HSP90-Inhibitoremhdhte den Anteil an Zellen mit
hypodiploiden DNA-Gehalt in drei der vier untersterh Tumorzelllinien (Abb. 3.1.3 bis
Abb. 3.1.6). Dieser Effekt zeigte sich in den Tumaditinien GaMG und HT1080 bereits
unmittelbar nach der Behandlung (Abb. 3.1.3 und .ABHL.4), oder in der SNB19-
Tumorzelllinie erst 24 h bzw. 48 h nach der Behangl(Abb. 3.1.5, D). Verglichen mit den
anderen Tumorzelllinien zeigte die A549-Tumorzeidi keine Erhdhung des Anteils an
Zellen mit hypodiploiden DNA-Gehalt nach Behandlung HSP90-Inhibitoren (Abb. 3.1.3
und Abb. 3.1.4).

Die Western-Blot-Analysen der Apoptose-regelnelen Proteine bestatigten die Induktion
von Apoptose in den Tumorzelllinien GaMG, HT1080 durSNB19 infolge der
pharmakologischen HSP90-Inhibition (Abb. 3.1.7 diab. 3.1.8). Der Nachweis der beiden
Apoptosemarker, die aktivierte Caspase-3 und/odexy 86 kDa grol3e PARP-Fragment,
weisen auf die Induktion von Caspase-abhéngigeipfgse nach HSP90-Inhibition in diesen
Tumorzelllinien hin. In der HT1080-Tumorzelllinieakn der Apoptosesignalweg lber das
WT p53-Protein als wichtiger intrazellularer Stimssor induziert werden (Abb. 4.1). In den
Tumorzelllinien mit mutiertem p53 Status (GaMG UBNB19) kann der Apoptosesignalweg
von noch unbekannten p53-unabhéngigen Sensoren tzgienmwerden, um eine
p53-unabhangige Apoptose einzuleiten (Evan & Mitded 1998; Fimognari et al. 2005;
Hanahan & Weinberg 2000), wie in der Abb. 4.1 dsigié.
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Abb. 4.1. Die Rolle von HSP90 bei der zellularen &tssantwort nach DNA-SchadenDie aktivierende
Wirkung von HSP90 auf diverse Proteine ist durah gi*, die inhibierende durch ein ,-* dargestelabei
handelt es sich um Komponenten der Signaltransohitvege, die Zellwachstum und Zelliberleben regpiie
darunter RAS/RAF/MEK/ERK und RAS/PI3SK/AKT, um Zejklus-assoziierte Proteine wie CDK1, CDK2,
CDK4 und CDK6, um Apoptose-regulierende Proteine wb3, APAF-1 (als Teil des Apoptosoms) und
Survivin sowie um DNA-Reparaturproteine wie der MIRNmplex (modifiziert nach Hanahan & Weinberg
2000).

Wie in der Abb. 4.1 ersichtlich, kdénnen die 3pkermittelten Signalwege zum
Zellzyklusarrest Uber p21 sowie zur Induktion d@optose Uber die Interaktion mit den pro-
apoptotischen Mitgliedern der BCL-2-Familie fuhré»e erhdohte Expression von WT p53
nach HSP90-Inhibition in A549-Tumorzellen (Abb. J) l&dsst vermuten, dass diese
p53-vermittelten Signalwege aktiviert wurden. Adlelgs waren die nachgeschalteten
Proteine des Apoptosesignalweges (aktivierte Caspasnd inaktiviertes PARP) sowohl
unmittelbar nach der Bestrahlung als auch 24 h arama der A549-Tumorzelllinie nicht
nachweisbar (Abb. 3.1.7 und Abb. 3.1.8). Daher ttrdge Induktion von Caspase-3-
abhangiger Apoptose zur Erklarung der nach pharfogisther HSP90-Inhibition
beobachteten Radiosensibilisierung in nur dreiwien Tumorzelllinien bei (HT1080, GaMG,
SNB19).
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Obwohl die pharmakologische HSP9OO0-Inhibitioittets NVP-AUY922 und NVP-BEP800
die Expression des p53-Proteins in Abh&ngigkeit etityp unterschiedlich beeinflusste
(Abb. 3.1.7 und 3.1.8), wurde in allen Tumorzelim, unabhangig davon, ob p53 WT oder
mutiert war, eine erhéhte Strahlenempfindlichkereieht (Abb. 3.1.2). Dies deutet darauf
hin, dass der radiosensibilisierende MechanismusH&P90-Inhibition in den getesteten
Tumorzelllinien kein funktionelles p53-Protein bégd Fujii und Kollegen bestatigten die
Unabhangigkeit der Radiosensibilisierung nach 11ABehandlung von dem p53-Status der
Lymphoblastoidzellen (Fujii et al. 2010). Die Undinlgigkeit der pharmakologischen HSP90-
Inhibition von einem funktionsfahigen p53-Protest von grolRer Bedeutung, da 50% der
Tumoren Mutationen in p53 aufweisen (Hollstein &t E991; Vogelstein et al. 2000).
Unsere Ergebnisse unterstitzen die Anwendung der P9B&nhibitoren als
Radiosensibilisatoren, unabhangig vom p53-StatusTdenorzellen. Allerdings konnte eine
p53-abhangige Radiosensibilisierung nach HSP9Gitim in Plattenepithelkarzinomlinien
beobachtet werden, wo 17-AAG die Strahlenempfimtigit einer Tumorzelllinie mit WT
p53 starker erhohte (um den Faktor 3) im Verglaaheiner Tumorzelllinie mit mutiertem
p53-Status (um den Faktor 1.5), wie Shintani undld§en zeigten (Shintani et al. 2006).
Im Gegensatz zu Shintani et al, zeigten Moran unalleijen eine erhdhte
Radiosensibilisierung nach Geldanamycin-Behandluimg Kolonkarzinomzellen mit
inaktiviertem p53-Signalweg (Moran et al. 2008).

Die pharmakologische HSP90-Inhibition fuhrte m&aRiger bis starker Reduktion der
HSP90-Klientenproteine AKT und dessen aktivierteni,gpAKT sowie RAF-1 (Abb. 3.1.7).
Die Reduktion der Menge an HSP90-Klientenproteirsgubt auf die Blockierung der
N-terminalen ATP-Bindungstasche durch die HSP9@kitdren. Dadurch wird die
Chaperonaktivitat des HSP90-Komplexes inhibierfolge dessen die HSP90-Klienten-
proteine gezielt abgebaut werden (Zhang & Burro@@42. Der Abbau der Schlusselproteine
AKT und RAF-1 blockiert gleichzeitig zwei essenligel RAS-abhangige Signal-
transduktionswege, die das Zellwachstum und dasitz&leben regulieren (Sears & Nevins
2002): RAS/PI3K/AKT und RAS/RAF/MEK/ERK, wie in dedbb. 4.1 zu sehen. Beide
Signaltransduktionswege scheinen wichtig fur diet8enresistenz der Tumorzellen zu sein,
da ihre Inhibition (pharmakologische oder mittelSRNA) zur Erhdhung der
Strahlenempfindlichkeit radioresistenter Tumorzeliéhrte (Pirollo et al. 1997; Gupta et al.
2001; Tanno et al. 2004). Die Reduktion der antpptischen Proteine AKT und RAF-1
nach pharmakologischer HSP90-Inhibition tragt zurkl&ung der beobachteten

Radiosensibilisierung bei, kann aber nicht der igmzFaktor sein. Wie andere Studien
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zeigten, ist der Beitrag von AKT und RAF-1 bei deadiosensibilisierung vom Zelltyp
abhangig (Pirollo et al. 1997; Gupta et al. 200dl] Bt al. 2004).

Ein anderes bekanntes HSP90-Klientenprotéinlas anti-apoptotische Protein Survivin
(Fortugno et al. 2003). HSP9O0 greift in mehrerezBsse ein, die das intrazellulare Survivin-
Proteinlevel regulieren, Gber Transkription, Tratisih und Proteasomaktivitat (Cheung et al.
2010). Die pharmakologische HSP90-Inhibition m#tellVP-AUY922 oder 17-DMAG
reduzierte die Menge von Survivin bereits 24 h ndeh Behandlung in der Tumorzelllinie
A549 (Abb. 3.1.7), wahrend in behandelten GaMG-Traelten eine Reduktion von Survivin
erst 48 h nach der Behandlung detektiert wurde (Abh.8). Da diese Tumorzelllinien
unterschiedlichen p53-Genstatus aufweisen, scllentReduktion von Survivin von p53
unabhangig zu sein. Dies konnte auf die DegradatemProteins als HSP90-Klientenprotein
infolge der HSP90-Inhibition beruhen (Fortugno et2803). In den mit HSP90-Inhibitoren
behandelten HT1080-Tumorzellen war die Expression $urvivin zuerst erhdht (Abb.
3.1.7), dann 24 h spater in Kombination mit Bedtnay) reduziert (Abb. 3.1.8).
Die Uberexpression von Survivin nach erhohtem #akin Stress wurde auch in anderen
Studien beobachtet (Belyanskaya et al. 2005; Cheaingl. 2010) und suggeriert einen
maoglichen kompensatorischen Mechanismus, um eitlilzaleben in manchen Zelllinien zu
ermdglichen (Yamamoto et al. 2008). Die Expression Survivin wurde in der SNB19-
Tumorzelllinie durch die HSP90-Inhibition nicht baften.

In weiteren Versuchen wurde das Ausmal3 an B#gmentierung mittels Comet Assay
(Kapitel 3.1.5) sowie die Expression voyH2AX als sensitiver Marker fir DNA-
Doppelstrangbriche (Kapitel 3.1.6) analysiert. AdBen wurde die Expression wichtiger
DNA-Reparaturproteine mittels Western Blot detekt{&apitel 3.1.7), um die Wirkung der
HSP90-Inhibition und Bestrahlung auf die DNA-Reparau untersuchen.

Entgegen unserer Erwartung fihrte die Komimnaider pharmakologischen HSP90-
Inhibition mit der Bestrahlung zu geringeren TM-\téer im alkalinen Comet Assay, d.h.
geringere DNA-Fragmentierung, im Vergleich zu aliger Bestrahlung (Abb. 3.1.9, Tabelle
3.1.2). Fur die geringere DNA-Fragmentierung sahdia Tatsache verantwortlich zu sein,
dass die HSP90-Inhibitoren starke Zellzyklusstéaimgverursachen, namlich S-Phase-
Depletion und G2/M-Arrest (siehe Abb. 3.1.13 undl.B4). Da der Comet Assay
Veranderungen in der Chromatinintegritat in Abhgkgit der Zeit nach Bestrahlung
detektiert, kdnnen sich Unterschiede in der Chrarkampaktierung, die aufgrund von
Zellzyklusphasen entstehen, auf die Ergebnisse igkegw (Noz et al. 1996). Olive und
Banath zeigten, dass Zellen in der S-Phase diestéiti M-Werte im alkalinen Comet Assay
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aufgrund der aktiven Replikation aufwiesen, wahrdiedTM-Werte der Zellen in der G2/M-
Phase niedriger als die TM-Werte der Zellen in@&fPhase waren (Olive and Banath 1993).
Daher kann die geringere DNA-Fragmentierung in denHSP90-Inhibitoren behandelten
und zusatzlich bestrahlten Tumorzellen durch dizy@dusabhangigen Unterschiede in der
DNA-Chromatinkompaktierung erklart werden. Allergsnkonnte die von uns beobachtete
geringere DNA-Fragmentierung nach HSP90-Inhibitiond Bestrahlung von Koll und
Kollegen nicht bestatigt werden (Koll et al. 2008)deren Studie die bestrahlten 17-DMAG
behandelten Tumorzellen hohere TM-Werte im Vergleau den unbehandelten Proben
zeigten. Diese Unstimmigkeit lasst sich durch diatetschiedliche experimentelle
Vorgehensweise bei Koll und Kollegen (Abschaben dellen in eiskaltem PBS statt
Trypsinisierung, Auswahl der Tumorzelllinien usveiklaren. In Ubereinstimung mit den
Beobachtungen aus Olive et al. (1990) ging die zreite DNA-Fragmentierung in unseren
Versuchen innerhalb von 30 min zuriick (Abb. 3.1RBn weiteres Ergebnis war eine
langsamere Restitution der chromosomalen DNA ng&R3-Inhibition und Bestrahlung.

Um den Einfluss der neuartigen HSP9O0-Inhilemorauf die strahleninduzierten DNA-
Schaden und deren Reparatur zu untersuchen, wumltermn die Expression von
phosphoryliertem Histon H2AX yH2AX), einem sensitiven Marker fir DNA-
Doppelstrangbriche (Rogakou et al 1998), durctéitssnetrisch untersucht. Hierbei wurde
gezeigt, dass die pharmakologische HSP90-Inhibitrorden meisten Tumorzelllinien zu
signifikanten Veranderungen in dg@i2AX-Expression fuhrte. Die bimodale Verteilung der
FACS-Histogramme nach HSP90-Inhibition, bestehends aSubpopulationen mit
unterschiedlicher Menge at2AX, d.h. unterschiedlicher Anzahl an DNA-DSB, teuauf
unterschiedliche Empfindlichkeit gegeniber HSP3tHion innerhalb einer Zellpopulation
hin (Abb. 3.1.10). Da sich die Tumorzellen vor @s&handlung in der exponentiellen Phase
befanden (Abb. 3.1.13), handelte es sich eher ume eelltypspezifische als um eine
zellzyklusabhangige Empfindlichkeit gegentber HSR®0bition. Die Kombination der
Bestrahlung mit HSP90-Inhibitoren flihrte zu zuséten DNA-Schaden verglichen mit jeder
Behandlung alleine, was die Interaktion der HSR®0hkitoren mit der DNA-Reparatur
bestétigt. Zudem weist die erhdhte ExpressionWdAX bis zu 48 h nach Behandlung mit
HSP90-Inhibitoren (Abb. 3.1.11) auf eine Verzogerwter Reparatur strahleninduzierter
DNA-DSB nach HSP90-Inhibition hin.

Um den Einfluss der HSP90-Inhibition auf di&l&Reparatur zu bestatigen, wurde die
Expression diverser DNA-Reparaturproteine mittelestérn Blot analysiert (Abb. 3.1.12).
Dabei wurde die Reduktion der DNA-Reparaturproté{hé/0 und KUB0 nach Behandlung
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mit HSP90-Inhibitoren nachgewiesen, wahrend andekA-Reparaturproteine (RADS0,
DNA-PK, RAD51 und BRCAZ2) nicht betroffen waren. Oty KU70/KUB80 keine bekannten
HSP90-Klientenproteine sind, scheint die Expressi@ser DNA-Reparaturproteine indirekt
von der HSP90 reguliert zu sein. Die Hemmung deparaur strahleninduzierter DNA-
Schaden wurde auch in anderen Studien beobachtetyurde als eine mdgliche Ursache fur
die durch HSP90-Inhibition vermittelte Radiosensi@rung erwéhnt (Dote et al. 2006;
Noguchi et al. 2006).

Um weitere Faktoren fur die Radiosensibilisiegy nach HSP90-Inhibition zu bestimmen,
wurde der Einfluss der HSP90-Inhibition und Bedirag auf den Zellzyklus
durchflusszytometrisch analysiert (Kapitel 3.1.8pwee die Expression bestimmter
Zellzyklus-regulierender Proteine mittels WestetotBintersucht (Kapitel 3.1.9).

Die pharmakologische HSP90-Inhibition hatteallen getesteten Tumorzelllinien einen
G2/M-Arrest zur Folge (Abb. 3.1.13 und Tabelle 3)1Die zusatzliche Bestrahlung erhdhte
den G2/M-Arrest in den mit NVP-BEP800 behandelteam®rzellen (Abb. 3.1.14).
Zusatzlich zu einem G2/M-Arrest fuhrte NVP-AUY9221 ziner temporaren S-Phase-
Depletion. Unsere Ergebnisse bestatigen die Bedbagbn anderer Arbeitsgruppen, wo
17-DMAG oder NVP-AUY922 eine S-Phase Depletion weiden G2/M-Arrest bewirkten
(Eccles et al. 2008; Koll et al. 2008). Allerdingisheint die Kombination der Bestrahlung mit
HSP90-Inhibition nicht generell zu den von uns laabibeten Zellzyklusstorungen (G2/M-
Arrest und S-Phase Depletion) zu fuhren. Bull uralégen berichteten von einem Austritt
der mit 17-DMAG-behandelten Tumorzellen (U251, Mi&R, DU145, alle drei mit
Mutationen in p53) aus dem durch die Bestrahlumigizirerten G2- und S-Phase-Arrest (Bull
et al. 2004). Geldanamycin oder 17-DMAG bewirktelem die Aufhebung des durch die
Bestrahlung induzierten G2-Arrest in Kolonkarzinemamorzellen mit gestértem
p53-Signalweg (Moran et al. 2008). Es ist bekadags der Zellzyklus eine entscheidende
Rolle fur die spezifische zellulare Empfindlichkgggentber Bestrahlung spielt, wobei die
Strahlenempfindlichkeit in der Mitose am hdchster ulie Strahlenresistenz in der spaten
S-Phase am hdchsten ist (Pawlik & Keyomarsi 20D&her kdonnte die Akkumulation der
Zellen in der strahlenempfindlichen G2/M-Phase sowie Reduktion der Zellen in der
strahlenresistenten S-Phase nach HSP90-Inhibifibh.(3.1.14) eine weitere Ursache flr die
von uns beobachtete erh6hte StrahlenempfindlicldegilTumorzellen sein (Abb. 3.1.2).

Da wichtige Zellzyklus-regulierende Proteingarunter CDK1, CDK2 und CDK4,
bekannte HSP90-Klientenproteine sind, wurde ihrgréssion nach pharmakologischer
HSP90-Inhibition analysiert (Abb. 3.1.15). Dabeirdel eine Reduktion von CDK4 in allen
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Tumorzelllinien und in unterschiedlichem Mal} beditat Aufl3erdem zeigten beide
Tumorzelllinien mit WT p53 eine Depletion des p(BH)RB Proteins nach Behandlung mit
NVP-AUY922 und 17-DMAG. CDK4 ist im Komplex mit CD&K und Zyklin D bei der
Phosphorylierung des RB-Proteins an der Aminos&@e€/80 involviert (Kitagawa et al.
1996). Somit zeigt die Reduktion des Substratesqjphoryliertes RB-Protein) indirekt die
Inhibition der vorangeschalteten Kinasen CDK4 ui2K6 (Sauvageot et al. 2009). Ohne die
Hyperphosphorylierung des RB-Proteins wird die DEyathese nicht eingeleitet und die
Zellen bleiben in der G1-Phase (Kasten & Giorda@88). Die Reduktion von CDK4 sowie
die Depletion von p(Ser780)RB nach HSP90-Inhibiti@nhindern somit die Progression des
Zellzyklus in die S-Phase und unterstitzen die aebtete Reduktion der S-Phase (Abb.
3.1.13 und Abb. 3.1.14). AuRerdem reduzierte diarmplakologische HSP90-Inhibition die
Menge von CDK1, die notwendig fur die Zellzyklusgression in die Mitose ist. Insgesamt
korrelierte die Degradation der Zellzyklus-reguwtieden Proteine mit den Zellzyklus-
storungen (G2/M-Arrest und S-Phase Depletion), dimach pharmakologischer
HSP90-Inhibition beobachtet wurden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dassBehandlung mit den neuartigen
HSP90-Inhibitoren NVP-AUY922 und NVP-BEP800 24 tr der Bestrahlung zur Erh6hung
der Strahlenempfindlichkeit aller getesteter Tureblinien fuhrte, unabhangig vom
p53-Status. Der Mechanismus der Radiosensibilisgeraach HSP90-Inhibition scheint
komplex zu sein und basiert auf die simultane Deagian der HSP90-Klientenproteine.
Manche HSP90-Klientenproteine sind wichtige Bedtaitel zellularer Signal-
transduktionswege, welche das Zelliberleben uiitzest und die Apoptose inhibieren
(AKT, RAF-1). Andere HSP90-Klientenproteine regutie die Zellproliferation (CDK1,
CDK4) oder sind in der DNA-Reparatur involviert.eDsimultane Depletion dieser Proteine
nach pharmakologischer HSP90-Inhibition ermdglatibtgleichzeitige Blockierung multipler
Signaltransduktions-wege, wodurch die Tumorzeldahasensibilisiert werden.

Weitere Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppgten, dass der HSP90-Inhibitor
NVP-AUY922 die Strahlenempfindlichkeit der Tumotlielen A549 und SNB19 auch unter
Hypoxie erhéht (Djuzenova et al. 2012). Dies istnvgrofRer Bedeutung fur die
Strahlentherapie, da viele Tumoren eine erhdhtehf&tnresistenz bei strahlentherapeutisch
relevanten Dosen unter hypoxischen und anoxisclegtinBungen zeigen (Brown & Giaccia
1998; Vaupel & Mayer 2007). Weiterhin konnte dedioaensibilisierende Effekt von
NVP-AUY922 oder NVP-BEPB800 in der SNB19-Tumorzeili gesteigert werden, wenn die

Tumorzellen bis zu 48 h nach Bestrahlung in Mediimkubiert wurden, welches
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HSP90-Inhibitoren enthielt (Niewidok et al., unpaldrte Daten). Diesen vitro Ergebnisse
unterstitzen die Anwendung von NVP-AUY922 und NVEHBOO fiurin vivo Studien in
Xenograft-Tiermodellen alleine oder in Kombinationit der Bestrahlung. In unserer
Arbeitsgruppe wurde bereits die Wirkung von NVP-AQP2 in Maus-Xenograft-
Tiermodellen in Kombination mit Bestrahlung unteisti Dabei bewirkte die alleinige
NVP-AUY922-Behandlung eine Stagnierung des Tumosamstums. Die mit
HSP90-Inhibition kombinierte Radiotherapie erhobdte Uberlebensrate der Versuchstiere
signifikant (Kuger et al., unpublizierte Daten).eBé Ergebnisse sind von besonderem
Interesse fur die Strahlentherapie, da NVP-AUY922elis in klinischen Studien getestet
wird (siehe www.clinicaltrials.gov).

Die Behandlung mit NVP-AUY922 und NVP-BEP80Qihfte gleichzeitig zur
Hochregulation von HSP90 und HSP70. Die gesteigexfgession der Hitzeschockproteine
nach pharmakologischer HSP90-Inhibition wurde irhreeen Studien beschrieben (Drysdale
et al. 2006; Zaarur et al. 2006; Powers & Workm8072 Powers et al. 2008). Die erhdhte
Menge an molekularen Chaperonen bt eine Zellstimkion aus, indem sie die
Solubilisierung der Proteinaggregate, die Renatumig der beschéadigten Proteine oder deren
Degradation, sowie die Faltung der neusyntheteeRroteinen Ubernehmen (Sarto et al.
2000). Sowohl HSP90 als auch HSP70 spielen eineeaRolle bei der Regulation der
Apoptose durch die Inhibition der pro-apoptotisc@mponenten des Apoptosesignalwegs
(Beere 2004). Die anti-apoptotischen Eigenschaftem HSP90 und HSP70, die infolge der
HSP90-Inhibition Uberexprimiert werden, kdonnten digliosensibilisierende Wirkung der
HSP90-Inhibitoren vermindern. Daher scheint dieddatiickung der Hochregulation dieser
Stressproteine eine Mdglichkeit, die radiosengigtende Wirkung der HSP90-Inhibitoren zu
erhohen. Zwei Strategien wurden in dieser Arbeitegfet: einerseits die temporare
Herunterregulierung der Genexpression mittels siRNKapitel 3.2), anderseits die
Unterdriickung der Hochregulation von HSP90 und HBERTit dem HSF-1-Inhibitor
KNK437 (Kapitel 3.3).
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4.2. Einfluss des siRNA-vermittelten HSP3®-Knock-downs alleine oder in
Kombination mit HSP90-Inhibition auf die Strahlenantwort humaner

Tumorzelllinien

In dieser Arbeit wurden siRNAs gegen die stressaretbare HSPa@I1soform (HSP90AAL,
Gen ID 3320) verwendet, um die Expression von H&PADunterdricken. Der Effekt des
HSP9@-Knock-downs in Kombination mit Bestrahlung und/od€¢SP90-Inhibition mittels
NVP-AUY922 wurde in den humanen Tumorzelllinien A5dnd GaMG untersucht. Hierbei
soll die Transfektion mit sSIRNA gegen HSRAfie NVP-AUY922-induzierte Hochregulation
von HSP90@ vermindern, wodurch die Erh6hung der radiosensibienden Wirkung von
NVP-AUY922 zu erwarten ware.

Da die Effizienz des Knock-downs unter andereon der Sequenz der verwendeten
siRNAs abhangig ist, wurden vier verschiedenen siRNkomplementér zu unterschiedlichen
Regionen der mRNA Sequenz (RefSeq NM_005348.3)yvamdet. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung mit siRNA gegen H&P8&@wohl das HSP®0 mRNA
Transkript als auch die HSP®MProteinmenge in beiden Tumorzelllinien reduzigAdb.
3.2.2).

Allerdings hatte der Knock-down von HSB90keinen Einfluss auf die
Strahlenempfindlichkeit der getesteten Tumorzedhn(Abb. 3.2.3, Tabelle 3.2.1). Aul3erdem
blieben die Zellviabilitat (Abb. 3.2.5) und die Tumngsfahigkeit (Abb. 3.2.5 und Abb. 3.2.7)
der getesteten Tumorzelllinien nach dem Knock-dowon HSP9@ unverandert.
In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigibatterjee und Kollegen, dass der
transiente siRNA-vermittelte Knock-down von HSR3&inen Einfluss auf die Zellviabilitat
der Multiplenmyeloma-Tumorzelllinien hatte (Chajgeret al. 2007).

In weiteren Versuchen wurden die transfiziertéfumorzellen zusatzlich mit
NVP-AUY922 behandelt. Dabei konnten keine Verandgen der Zellviabilitat im Vergleich
zu alleiniger NVP-AUY922-Behandlung detektiert wend(Abb. 3.2.4). Im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen reduzierte der siRNA-verngttédinock-down von HSP®0 die
Zellviabilitat von U87-MG in Kombination mit Temolmmid (Cruickshanks et al. 2010).
Das deutet darauf hin, dass die HerunterreguliedengdSP96-Expression unterschiedliche
Wirkungen haben kann, je nach Zelllinie und zuséier Behandlung.

Weiterhin haben wir gezeigt, dass der temgorE8P90-Knock-down die Hochregulation
von HSP9@ infolge der HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 urden Faktor 2
unterdrickte (Abb. 3.2.8). Allerdings konnte die téndriickung der Hochregulation von
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HSP9@ keine Erh6hung der radiosensibilisierenden Wirkung NVP-AUY922 in keiner
der getesteten Tumorzelllinien hervorrufen (Abl2.@).

Die Western-Blot-Analysen zeigten unveranddftgression der analysierten HSP90-
Klientenproteine RAF-1, AKT, CDK1 und CDK4 (Abb.238). Dies legt nahe, dass der
siRNA-vermittelte Knock-down von HSP&0(um etwa 50%) die Chaperonfunktion von
HSP90 in beiden Tumorzelllinien nicht beeinflusste.

Des Weiteren hatte der siRNA-vermittelte Knaldevn von HSP9® keine Wirkung auf
die Induktion und Reparatur der DNA-Schaden nac$tr@blung in der A549-Tumorzelllinie
(Abb. 3.2.9). Dagegen wurde in den GaMG-Tumorze#én moderater Anstieg der DNA-
Schaden, gemessen uber die Phosphorylierung vaorHisi2AX, nach HSP9@-Knock-
down und Bestrahlung beobachtet. Die Erhdhung d&A{Schéaden in der GaMG-
Tumorzelllinie korrelierte mit einer gesteigertempEession von PARP (Abb. 3.2.8B), ein
DNA-Reparaturprotein, dessen Aktivitat infolge vVDINA-Schaden steigt (Los et al. 2002).
Dennoch konnte nach Transfektion beider Tumorpédiii mit SIRNA gegen HSP80Okein
inaktiviertes PARP als Anzeichen von Apoptose detekwerden (Abb. 3.2.8).

In Gegensatz zur temporaren Reduktion der KB&P9oteinmenge mittels SiRNA,
blockiert der HSP90-Inhibitor NVP-AUY922 die ATP+ilungstasche von HSP90 (Pearl &
Prodromou 2006). Dadurch ist seine Funktion alsekdblres Chaperon vollstandig inhibiert,
infolge dessen die HSP90-Klientenproteine degradierden (Pearl & Prodromou 2006).
Die HSP90-Inhibition mittels NVP-AUY922 fihrte zuytntoxischen (Abb. 3.2.4) und
zytostatischen Wirkungen (Abb. 3.2.5), zu gestégger DNA-Schaden und zur
Verlangsamung der DNA-Reparatur (Abb. 3.2.9) sowiar Apoptose (Abb. 3.2.8).
Die Summe dieser Effekte fuhrte zu der im Kolorsetdbeobachteten gesteigerten
Strahlenempfindlichkeit beider Tumorzelllinien (Al}2.6).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, daskrainsfektion mit SiRNA gegen HSRO0
die Menge des HSP8€Proteins in beiden Tumorzelllinien um 50% reduseAulRerdem
unterdrickte die Transfektion mit siRNA gegen HSP3le NVP-AUY922-vermittelte
Hochregulation von HSP@0in beiden Tumorzelllinien. Allerdings reichte d@RNA-
vermittelte Suppression von HSRO@mM circa 50%) nicht aus, um die radiosensibilesiele
Wirkung von NVP-AUY922 zu erhdhen. Der Hauptgruradiot scheint die Tatsache zu sein,
dass die partielle Unterdriickung der HS&®&Xpression mittels siRNA die Chaperon-
funktion von HSP90 nicht beeinflusst. Die restlishévlengen von HSP90-Protein
(mindestens 50% des HSROPBroteins sowie die komplette HSHBABoform) scheinen

ausreichende Chaperonfunktion austiben zu kénnen.
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4.3. Einfluss der Suppression der Stressantwort nacHSP90-Inhibition
mittels des HSF-1-Inhibitors KNK437 auf die Strahl@antwort humaner

Tumorzelllinien

Eine weitere Strategie um die pharmakologische KSRRBibition als adjuvante Behandlung
fur die Strahlentherapie zu optimieren war die Iitton der Stressantwort. In dieser Arbeit
wurde KNK437 verwendet, eine Benzyliden-Verbindudig die Expression diverser stress-
induzierbarer Hitzeschockproteine wie HSP110, HSB@@ HSP40 unterdrickt, ohne die
Expression von konstitutiv exprimierten HSC70- uktbP90-Proteine zu beeinflussen
(Powers & Workman, 2007). Der Mechanismus der KNK&8rmittelten Inhibition der
HSP-Expression ist noch nicht vollstandig verstandderdings scheint die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors fir die HSP-Gene, HSF-1, HUK&NK437 inhibiert zu sein (Ohnishi et
al. 2004).

Die simultane Behandlung mit KNK437 erhdhte apoptotische Wirkung von 17-AAG in
der akuten lymphatischen Leukamiezelllinie HL-6@¢Get al. 2005). Die Vorbehandlung mit
KNK437 erhohte den pro-apoptotischen Effekt der éttfpermie, gemessen Uber
durchflusszytometrische Annexin-Farbung sowie daohWeis von Caspase-3 und inaktivem
PARP, in den Prostatakarzinomlinien PC-3 und LNG&Bhin et al. 2011). Wie mittels
Kolonietest gezeigt, erhohte KNK437 die radioseilisibrende Wirkung der Hyperthermie in
der Ab549-Tumorzelllinie (Sakurai et al. 2005). AufEam wurde eine gesteigerte
Zytotoxizitdt gemessen, wenn PankreaskarzinomliménGemcitabin und KNK437 statt mit
dem Zytostatikum Gemcitabin alleine behandelt warfleaba et al. 2011). Daher scheint die
KNK437-vermittelte Unterdrickung der Stressantwane weitere Strategie zu sein, um die
Radiosensibilisierung nach HSP90-Inhibition zu éeri

Der Einfluss der Behandlung mit KNK437 und NXPY922 wurde auf die
Strahlenantwort der Tumorzelllinien A549 und GaM@tassucht. Die Tumorzelllinien
wurden simultan fir 24 h mit beiden Inhibitoren &edtelt. Mittelsin vitro Zytotoxizitatstest
wurde die optimale Kombination der Substanzen tmesti 50 uM KNK437 und 50 nM
NVP-AUY922 (65% Zellviabilitat fur beide Tumorzetien) sowie 100 uM KNK437 und
200 nM NVP-AUY922 (bei einer Zellviabilitat von 50%ir GaMG und 65% flr A549).
Anschliel3end wurden die Tumorzellen mit 8 Gy bédtnand analysiert.

Die Behandlung mit KNK437 alleine erhdhte @&ahlenempfindlichkeit der Lungen-
karzinomlinie A549 (Abb. 3.3.3). In Ubereinstimmungjt unserem Ergebnis wurde eine
radiosensibilisierende Wirkung in der A549-Tumolizgke nach alleiniger Behandlung mit
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KNK437 beobachtet, wobei der Mechanismus der Radsibilisierung unbekannt ist
(Sakurai et al. 2005). Im Gegensatz zu A549 war 8ieahlenempfindlichkeit der
Glioblastomlinie GaMG durch die Behandlung mit KN3# nicht beeinflusst (Abb. 3.3.3).
In anderen Glioblastomlinien (A-172 und SAS) staigrdings die Uberlebensfraktion nach
Kombination der Bestrahlung mit KNK437 im Vergleizh alleiniger Bestrahlung (Ohnishi
et al. 2006), was darauf hinweist, dass die Wirkumg KNK437 zelltypabhéngig ist.

Die Behandlung mit KNK437 hatte keinen Einflusuf die Expression von HSP90 und
HSP70 in beiden Tumorzelllinien, unabhangig von Bestrahlung. Aul3erdem blieb die
Expression der HSP90-Klientenproteine AKT und RAErAVerandert (Abb. 3.3.4 und Abb.
3.3.5). Allerdings induzierte die Behandlung mit K&B7 in beiden Tumorzelllinien einen
G2/M-Arrest (Abb. 3.3.6). Der KNK437-induzierte G2/Arrest wurde auch in anderen
Studien beschrieben (Sakurai et al. 2005; Ohnishl. 2006). Bei Sakurai und Kollegen trug
die KNK437-induzierte Akkumulation der A549-Tumoliea in der radiosensitiven G2/M-
Phase zur Radiosensibilisierung bei (Sakurai et2@05). Im Gegensatz zu Sakurai und
Kollegen, bewirkte der G2/M-Arrest nach KNK437-Badlung in den Glioblastomzellen
A-172 eine KNKA437-bedingte Radioresistenz (Ohnighial. 2006). In unserer Studie
induzierte KNK437 in der Glioblastomlinie GaMG auemnen G2/M-Arrest. Allerdings
wurde im Kolonietest weder Radiosensibilisierungm®&®adioresistenz nach Behandlung der
GaMG-Tumorzelllinie mit KNK437 beobachtet (Abb. 8B Daher scheint der G2/M-Arrest
nach KNK437-Behandlung unterschiedliche Auswirkungeif die Strahlenempfindlichkeit
der getesteten Tumorzelllinien zu haben, je nachtype und kann nur teilweise die
Radiosensibilisierung in der A549-Tumorzellliniekl@ren. Ein weiterer Grund fur die
unterschiedliche Wirkung von KNK437 auf die Stratdetwort der Tumorzellen kénnte die
zelltypabhangige Wirkung von KNK437 auf die Indaktiund Reparatur der DNA-Schéaden
sein. Obwohl die Kombination der Bestrahlung mit k&87 unmittelbar danach (30 min)
mehr DNA-Schéaden wie nach alleiniger Bestrahlungp@iden getesteten Tumorzelllinien
induzierte (Abb. 3.3.7A und B), konnten nur in dent KNK437-behandelten A549-
Tumorzellen bis zu 24 h nach Bestrahlung unrepari®NA-Schaden detektiert werden
(Abb. 3.3.7C und D). Dieses Ergebnis deutet dahaufdass die DNA-Reparatur durch die
Behandlung mit KNK437 in der A549-Tumorzellliniehibiert sein kdnnte. Wie Kang und
Kollegen zeigten, reduzierte die Behandlung derattmpazelllinie HepG2 mit KNK437 die
Expression von DNA-PK, einem DSB-DNA-Reparaturpiro{é&ang et al. 2008).

Die simultane Behandlung mit KNK437 und NVP-AQR2 fuhrte zu keiner Erhéhung der
radiosensibilisierenden Wirkung von NVP-AUY922 igidben Tumorzelllinien (Abb. 3.3.3).
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Wie die Western-Blot-Analysen zeigten, konnte utetiiar nach simultaner Behandlung mit
KNK437 und NVP-AUY922 die NVP-AUY922-vermittelte Kdbregulation von HSP90 und
HSP70 in beiden Tumorzelllinien unterdriickt werdébb. 3.3.4). In der A549-Tumor-
zelllinie konnte noch 24 h nach dem AuswaschenSidrstanzen eine Unterdriickung der
NVP-AUY922-vermittelten Hochregulation von HSP90duRISP70 nachgewiesen werden
(Abb. 3.3.5A). Dagegen wurde 24 h nach dem Auswasater Substanzen in der GaMG-
Tumorzelllinie die gleiche Expression von HSP90 HBP70 nach simultaner Behandlung
wie nach alleiniger NVP-AUY922-Behandlung detektigbb. 3.3.5B), was darauf hinweist,
dass der inhibierende Effekt von KNK437 reversiis¢l Trotzdem bewirkte die simultane
Behandlung mit KNK437 und NVP-AUY922 in beiden Tumnelllinien einen anhaltenden
G2/M-Arrest (Abb. 3.3.6). Allerdings konnte weiterh gezeigt werden, dass die
Unterdrickung der Stressantwort nach HSP90-Inbibitauf Transkriptionsebene mittels
KNK437 keinen zusatzlichen Einfluss auf die Expi@ssder anti-apoptotischen HSP90-
Klientenproteine AKT und RAF-1 in beiden Tumorzelkén im Vergleich zu alleiniger
HSP90-Inhibition hatte (Abb. 3.3.4 und Abb. 3.3.&5jn weiterer Befund war, dass die
inhibierende Wirkung von NVP-AUY922 auf die Reparatier DNA-Schaden durch die
Unterdrickung der Stressantwort mittels KNK437 tiokrhoht wurde: obwohl die
Kombination der Bestrahlung mit KNK437 und NVP-AUX® 30 min nach der Bestrahlung
zusatzliche DNA-Schaden in beiden Tumorzelllinieduzierte (Abb. 3.3.7A und B), war das
Ausmald der unreparierten DNA-Restschéden 24 h daciBestrahlung ahnlich wie nach
HSP90-Inhibition und Bestrahlung (Abb. 3.3.7C und D

Zusammengefasst konnte mittels KNK437 die NMPY¥922-vermittelte Hochregulation
von HSP90 und HSP70 in beiden Tumorzelllinien teréapainterdriickt werden. Obwohl
KNK437 in der A549-Tumorzelllinie radiosensibiliseand wirkte, induzierte die Suppression
der Stressantwort mittels KNK437 in beiden Tumdlinéén keine Erhéhung der
NVP-AUY922-vermittelten Radiosensibilisierung.
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4.5. Zusammenfassung und Ausblick

Trotz der erheblichen Verbesserungen in der meadaien Versorgung und den dadurch
gestiegenen Uberlebenschancen bleiben Tumorerkngeku die zweithaufigste Todes-
ursache in Deutschland. Fiur die Behandlung von Tarkankungen wird unter anderen die
Strahlentherapie angewendet. Allerdings ist die KAfig der Bestrahlung durch die
Radiotoxizitat auf normalem Gewebe sowie durch Rasdioresistenz vieler Tumoren bei
klinisch relevanten Dosen limitiert. Deswegen glle Kombination der Bestrahlung mit
Substanzen, die vorzugsweise die Radiotoxizitat @amorzellen verstarken (Radio-
sensibilisatoren) als eine vielversprechende Sjmteim die Tumortherapie zu verbessern.
Die bis jetzt angewendeten Radiosensibilisatoree WARP-, EGFR- oder VEGFR-
Inhibitoren zielen auf einzelne molekulare Kompdeender Mechanismen, die fur die
Radioresistenz der Tumoren verantwortlich sein kfinfeusammengefasst in Dumont et al.
2009). Aufgrund der Resistenzen, die gegen dieszapieanséatze entstehen, sind neuartige
molekulare Strategien gefragt, um die Strahlenttierau verbessern.

Ein vielversprechendes Target fur die Radisd@iisierung scheint das Hitze-
schockprotein HSP90 zu sein, ein wichtiges molekslaChaperon, das fur die Faltung,
Aktivierung, Translokation und Degradation der smannten Klientenproteine zustandig ist
(Pearl et al. 2008; Whitell & Lindquist 2005). Dardie pharmakologische Blockierung
seiner Funktion wird die simultane Degradation pldt HSP90-Klientenproteine
eingeleitet, darunter Radioresistenz-assoziiertotelre wie RAF-1, AKT, EGFR
(Camphausen & Tofilon 2007; Dote et al. 2005), 8umy (Reichert et al. 2011), DNA-
Reparaturproteine (Dote et al. 2006). Verschied&@neien belegen das Potential der HSP90-
Inhibitoren Geldanamycin und seiner Derivate alsliBgensibilisatoren (Bisht et al. 2003;
Machida et al. 2003; Russell et al. 2003; Bull le2804; Harashima et al. 2005; Dote et al.
2006; Kabakov et al. 2008). Allerdings zeigten diesSP90-Inhibitoren Limitierungen fir die
klinische Anwendung hin, darunter geringe Soludiilin Wasser und Toxizitat (zusammen-
gefasst in Porter et al. 2010). Die synthetische®P8D-Inhibitoren NVP-AUY922 und
NVP-BEP800 sind wasserloslich und zeigen anti-ferdtive Wirkungin vitro undin vivo
bei gut vertraglichen Dosen (Brough et al. 2008¢cléx et al. 2008; Jensen et al. 2008;
Stuhmer et al. 2009; Stiuhmer et al. 2008; Bergstedbral. 2008; Monazzam et al. 2009;
Kaiser et al. 2010; Oude Munnink et al. 2010; Nageh et al. 2010; Gaspar et al. 2010;
Massey et al. 2010a; Tauchi et al. 2011).
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Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde &irkung von NVP-AUY922 und
NVP-BEP800 auf die Strahlenempfindlichkeit humafdemorzelllinien unterschiedlicher
Entitaten untersucht. Hierbei handelte es sich uma keungenkarzinomzellinie A549 und eine
Fibrosarkomzelllinie HT1080, beide mit WT p53-Statsowie zwei Glioblastomzelllinien
GaMG und SNB19, beide mit Mutationen in p53. Dietimple Konzentration der
verwendeten HSP90-Inhibitoren von 200 nM, bei dee iabilitat der getesteten
Tumorzelllinien auf maximal 65% reduziert wurde, rdel mittelsin vitro Zytotoxizitatstest
bestimmt. Mittels Koloniebildungstest wurde gezetgtss die Behandlung mit den neuartigen
HSP90-Inhibitoren eine strahlensensibilisierendekWig in allen getesteten Tumorzelllinien
unabhangig von ihren p53-Status hatte, wobei NVP{BRP einen starkeren radio-
sensibilisierenden Effekt als NVP-BEP800 zeigte.

Die mit HSP90-Inhibitoren behandelten und #zlgd bestrahlten Tumorzellen wurden
mit diversen Methoden charakterisiert, um den Maedmus der Radiosensibilisierung zu
erklaren. Hierbei wurde die Apoptoserate, die Iriswk und Reparatur der DNA-Schaden
sowie der Zellzyklus untersucht. Die durchflussaytrischen Messungen der subGl-
Fraktion ergaben, dass die HSP90-Inhibition denelntler Zellen mit hypodiploiden
DNA-Gehalt in den meisten untersuchten Tumorzé#iiinaul3er in der A549-Tumorzelllinie,
erhohte. AulRerdem induzierte die HSP90-Inhibitioe Bepletion der anti-apoptotischen
Proteine AKT, pAKT und RAF-1 in allen Tumorzelllan. Wie die erh6hte Expression von
beiden Apoptosemarkern, aktivierte Caspase-3 uadtiinertes PARP, nahe legt, wurde
verstarkt die Caspase-abhangige Apoptose in dersteneiuntersuchten Tumorzelllinien
(auBer in der A549-Tumorzelllinie) nach HSP9O-Inidm eingeleitet. Laut Comet Assay
induzierte die Behandlung mit den neuartigen HSPR@MiItoren eine geringere
DNA-Fragmentierung in bestrahlten Tumorzellen, @dieeitig konnte aber eine langsamere
Restitution der chromosomalen DNA festgestellt wardMittels durchflusszytometrischer
Messungen deyH2AX-Expression als Marker fur DNA-Doppelstranghbnéckonnte eine
erhohte Induktion von DNA-Schaden nach HSP90-Iioibi und Bestrahlung sowie eine
verlangsamte Reparatur der induzierten DNA-Sch@gemessen werden. Die Verlangsamung
der Reparatur strahleninduzierten DNA-Schaden m#8R90-Inhibition korrelierte mit der
Depletion der DNA-Reparaturproteine KU70/KU80. Dhmalyse der Zellzyklusphasen
zeigte, dass die Behandlung mit HSP90-Inhibitoranemem ausgepréagten G2/M-Arrest
fuhrte, der durch die zuséatzliche Bestrahlung @ekstwerden kann. Die Behandlung mit
NVP-AUY922 induzierte aul3erdem eine Depletion ddPhase. Wie in den Western-Blot-
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Analysen ersichtlich, korrelierte die Depletion d&llzyklus-regulierenden Proteine CDK1
und CDK4 sowie pRB mit den beobachteten Zellzykhirssgen.

Die hier gewonnenen Ergebnisse verdeutlicltass der komplexe Mechanismus der
Radiosensibilisierung nach HSP90-Inhibition die diane Degradation diverser
HSP90-Klientenproteine involviert, was verschiederzellulare Auswirkungen hat:
verlangsamte Zellteilung durch anhaltende ZellzgktGrungen, erhbhte DNA-Schaden und
Verlangsamung der Reparatur der DNA-Schaden nashrdbdung sowie Apoptoseinduktion
aufgrund von Blockierung diverser anti-apoptotiscBignaltransduktionswege.

Die hier gezeigten in vitro Ergebnisse untden die Anwendung von NVP-AUY922
und NVP-BEPS800 flirn vivo Studien in Xenograft-Tiermodellen sowie in klifign Studien
alleine oder in Kombination mit der Bestrahlung.sgre Arbeit ist von besonderem Interesse
fur die Strahlentherapie, da NVP-AUY922 bereitkiimischen Studien getestet wird (siehe

www.clinicaltrials.gov).

Die HSP90-Inhibition induzierte gleichzeitigedExpression der Hitzeschockproteine
HSP90 und HSP70, deren anti-apoptotischen Funktiaie radiosensibilisierenden Effekte
der HSP90-Inhibitoren vermindern kdénnen. In diesdreit wurden zwei Strategien getestet,
um die Hochregulation von HSP90/HSP70 nach HSPBbition in den Tumorzelllinien
A549 und GaMG zu unterdriicken. Zum einen wurderNgiR gegen die stressinduzierbare
a-Isoform von HSP90 angewendet, zum anderen wurd&48M, eine Substanz die die
Expression der HSP auf Transkriptionsebene (HSRhibitor) unterdriickt, eingesetzt.

Im zweiten Teil der Arbeit konnten wir zeigatgss die Behandlung mit siRNA gegen
HSP9@ sowohl die mRNA als auch die Proteinmenge von HER8duzierte. Der Knock-
down von HSP9® hatte keinen Einfluss auf die Zellviabilitat odezilungsfahigkeit beider
Tumorzelllinien. Allerdings induzierte der Knockso von HSP9a die Expression von
PARP, ein DNA-Reparaturprotein, in der TumorzeilirGaMG. Verglichen mit alleiniger
Bestrahlung fuhrte die Kombination der Bestrahlung siRNA gegen HSP30zu leicht
erhohten DNA-Schaden bis zu 24 h post-IR in der GaMimorzelllinie. Dennoch konnte
nach dem HSP®0Knock-down kein inaktiviertes PARP als AnzeicheonvApoptose in
beiden Tumorzelllinien detektiert werden. Die Vdraedlung mit siRNA gegen HSP®0
gefolgt von NVP-AUY922 supprimierte die NVP-AUY922rmittelte Hochregulation von
HSP9@ um circa 50%. Allerdings wurde durch die siRNAswételte Unterdrickung der
Hochregulation von Hsp®@0 keine Erhohung der NVP-AUY922-vermittelten Radio-

sensibilisierung erreicht. Es wurden au3erdem keigeifikanten Veranderungen betreffend
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der Induktion und Reparatur der DNA-Schaden, Z&llmgverteilung sowie Apoptose-
induktion festgestellt. Wie in Western-Blot-Analyseachgewiesen, hatte der Knock-down
von HSP9@ keine zusatzlichen Effekte auf die Expression detesteten HSP90-
Klientenproteine AKT, RAF-1, CDK1 und CDK4 im Vemith zu NVP-AUY922.
Diese Ergebnisse deuten auf eine unveranderte @rdpektion trotz des Knock-downs von
HSP9@ hin, was der Hauptgrund fiir die fehlende ErhdhdegRadiosensibilisierung nach
Kombination der Bestrahlung mit SiRNA gegen HS#800Ad NVP-AUY922 zu sein scheint.

Im dritten Teil der Arbeit konnten wir zeigethass die simultane Behandlung mit NVP-
AUY922 und KNK437 die NVP-AUY922-vermittelte Hoclgelation von HSP90 und
HSP70 in beiden Tumorzelllinien temporar unterdtii€@wohl die alleinige Behandlung mit
KNK437 in der A549-Tumorzelllinie laut Kolonietesstidiosensibilisierend wirkte, konnte die
simultane Behandlung mit beiden Inhibitoren die NABY922-vermittelte Radio-
sensibilisierung nicht erhdhen. Die Zellzyklus-Aysdn zeigten, dass die Unterdrickung der
Stressantwort nach HSP90-Inhibition mittels KNK48vV beiden Tumorzelllinien einen
anhaltenden G2/M-Arrest induzierte. Allerdings waidie Expression der anti-apoptotischen
HSP90-Klientenproteine AKT und RAF-1 nicht verarider Vergleich zu alleiniger HSP90-
Inhibition. Mittels durchflusszytometrischer Anagys deryH2AX-Expression konnte gezeigt
werden, dass die inhibierende Wirkung von NVP-AUX9auf die Reparatur der

strahleninduzierten DNA-Schaden durch die simuldelkandlung nicht erhéht wurde.

Die Ergebnisse der letzten beiden Abschnittsad Arbeit erfordern weitere Experimente,
um die Menge an HSPAaGstarker zu reduzieren, zum einen die mehrmaligeaBélung der
Tumorzellen mit siRNA gegen HSP®0zum anderen die Verwendung von shRNA gegen
HSPO@ fur einen stabilen Knock-down. Eine weitere Sgaenéare der siRNA-vermittelte
Knock-down beider zytoplasmatischer HSP90-Isofornte¢8P9@ und HSP9P. Weiterhin
konnten siRNA gegen HSP90 und HSP70 eingesetztenengm die Uberexpresion beider
Chaperone infolge der HSP90-Inhibition zu inhibiere
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4.6. Summary and Outlook

Besides important improvement of tumor therapy,olhincreased the chance of survival for
the patients, cancer remains the second cause ah da Germany. Among others,
radiotherapy is one of the treatment options fondu diseases. However, radiotherapy has
some limitations due to the radiotoxicity on normissue and to the radioresistance of several
tumors at therapeutic doses. The combination abtlagrapy with chemotherapeutical drugs,
which preferentially enhance the radiotoxicity oimor cells (radiosensitizer), seemes to be a
promising strategy to improve tumor therapy. Thdiasensitizer used until now such as
PARP, EGFR or VEGFR inhibitors target singular nealar components of signaling
pathways, which are thought to contribute to ralmtance (reviewed in Dumont et al.
2009). These single-target therapies are limitedhigyfact that several tumors can develop
resistance to the used drugs.

One of the promising radiosensitizers seembetdhe heat shock protein HSP90 — an
essential molecular chaperone involved in foldiagtjvation, translocation and degradation
of its so called client proteins (Pearl et al. 2008hitesell & Lindquist 2005).
The pharmacological inhibition of its chaperonedtion leads to simultaneous degradation of
several HSP90 client proteins such as RAF-1, AKGFR (Camphausen & Tofilon 2007,
Dote et al. 2005), survivin (Reichert et al. 201DINA repair proteins (Dote et al. 2006) and
consequent disruption of several radioresistanseested pathways. Several studies proved
the radiosensitizing ability of geldanamycin arglderivates (Bisht et al. 2003; Machida et al.
2003; Russell et al. 2003; Bull et al. 2004; Hanashet al. 2005; Dote et al. 2006; Kabakov
et al. 2008). However, these HSP90 inhibitors shibvienitations for their clinical
applicability such as low solubility in water an@gatotoxicity (reviewed in Porter et al.
2010). The synthetic HSP90 inhibitors NVP-AUY922adVP-BEP800 are water soluble
and exhibit strong anti-proliferative activityy vitro and in vivo at well tolerated doses
(Brough et al. 2008; Eccles et al. 2008; Jenseh @008; Stihmer et al. 2009; Stiihmer et al.
2008; Bergstrom et al. 2008; Monazzam et al. 2BG8ser et al. 2010; Oude Munnink et al.
2010; Nagengast et al. 2010; Gaspar et al. 2018s#&ieet al. 2010; Tauchi et al. 2011).

In the first part of this work, we tested #igect of NVP-AUY922 and NVP-BEP800 on
the radiation response of tumor cell lines of dédfg entities and with different genetical
background. Two of the tested tumor cell lines, theg carcinoma A549 and the
fibrosarcoma HT1080 had WT p53, whereas the glgiblaa cell lines GaMG and SNB19
had mutated p53. The optimal concentration of tbeeh HSP90 inhibitors (200 nM), at
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which the viability of the tested tumor cell linesas reduced to a maximum of 65%, was
determined by amn vitro cell viability assay. The colony forming assayealed that pre-
treatment with the novel HSP90 inhibitors increaties radiosensitivity of all tested tumor
cell lines, independent of their p53 status. Initad NVP-AUY922 showed a stronger
radiosensitizing effect than NVP-BEP800.

To determine the mechanism of radiosensitmatifter HSP9O0 inhibition, we analysed
apoptosis, induction and repair of DNA damage alt agcell cycle phases using different
methods. We found that HSP9O0 inhibition led to mereased percentage of tumor cells with
hypodiploid DNA content (subG1 fraction) in mosstid cell lines (to a lesser extent in
A549). Moreover, HSP90 inhibition led to the depetof the anti-apoptotic HSP90 client
proteins AKT, pAKT and RAF-1. In addition, it in@sed the pro-apoptotic caspase-3 and
PARP cleavage in most of the tested cell lines €pk@&549). Our comet assay revealed a
lower DNA fragmentation in drug-treated and irrdedatumor cells. However, the restoration
of DNA damage after irradiation occurred more skowi most of the tested cell lines
pretreated with HSP90 inhibitors compared withdraéion alone. Measurements dfi2AX
expression as a sensitive marker for DNA-DSB showasedincreased induction of DNA
damage as well as DNA repair protraction in dregied and irradiated tumor cells.
Inhibition of DNA repair after HSP9O0 inhibition wasipported by the depletion of the DNA
repair proteins KU70/KUB8O detected by western air cell cycle analyses showed that the
treatment with the novel HSP90 inhibitors led toiacreased G2/M-arrest, which could be
enhanced by irradiation. In addition, treatment hwiVP-AUY922 induced S-Phase
depletion. Western blot analyses revealed that#lecycle disturbances correlated with the
drug-mediated degradation of cell cycle regulapngfeins CDK4, CDK1 and pRB.

In conclusion, our results made clear that dbmplex mechanism of radiosensitization
involves simultaneous degradation of several HSEI#ht proteins, thus causing slower
proliferation of the tumor cells due to dramatidl agycle disturbances, increased DNA
damage and protraction of DNA repair after irradiatas well as apoptosis induction due to
impairment of several anti-apoptotic pathways.

Ourin vitro results support the use of the novel HSP90 indribiin in vivo studies with
xenograft animal models as well as in clinical g#gdalone or in combination with irradiation.
This work is of particular interest for the radaati therapy of cancer, because the novel
HSP90 inhibitor NVP-AUY922 is currently in clinictdials (www.clinicaltrials.org).
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However, the radiosensitizing effect of theeldHSP90 inhibitors might be limited by the
simultaneous drug-mediated induction of the expoessf the anti-apoptotic heat shock
proteins HSP90 and HSP70. In this study, we tetied strategies to suppress the drug-
mediated up-regulation of HSP90 and HSP70 in tmeotucell lines A549 and GaMG.
The first strategy was the siRNA-mediated down-fatipn of the stress-inducible isoform
HSP9®, combined with drug treatment and irradiation. Téecond strategy was the
inhibition of the stress response by simultanecestinent with the HSF-1 inhibitor KNK437.

In the second part of this work we could show thedtment with siRNA against HSR80
reduced the mRNA and the protein level of HS#P 80 both tumor cell lines. Silencing of
HSPO@ did not alter viability or proliferation rate inoth cell lines. Treatment with sSiRNA
against HSP30 increased the levels of PARP, a DNA repair prqoteimm GaMG cells.
As detected byH2AX, silencing of Hsp9@ slightly increased IR-mediated DNA damage up
to 24 h post-IR in GaMG cells. However, silencirfgHsp9Qx did not induce pro-apoptotic
PARP cleavage in both tested tumor cell lines. dlemcing of HSP9® followed by
treatment with NVP-AUY922 indeed reduced the drugdrated up-regulation of HSP®®o
about 50%. However, pre-silencing of HSBR906llowed by HSP90 inhibition did not enhance
the radiosensitizing effect of NVP-AUY922 in botimtor cell lines. In addition, it did not
show any significant changes concerning the indacéind the repair of DNA damage, the
cell cycle distribution or the apoptosis inducti@ompared with drug-only treatment.
Our western blot analyses revealed that pre-sibgnof HSP9a followed by treatment with
NVP-AUY922 did not change the expression of theewsHSP90 client proteins AKT,
RAF-1, CDK1 and CDK4 compared with drug-only treatin These results suggest
unaffected chaperone function in tumor cells plensied for HSPA® and seems to be the
main reason for the lack of increased radiosemitm after combined SiRNA,
NVP-AUY922 and irradiation treatment.

In the third part of this work we could showat simultaneous treatment with
NVP-AUY922 and KNK437 temporary suppressed the NMP¥922-mediated
up-regulation of HSP90 and HSP70. Although treatnvath KNK437 alone increased the
radiosensitivity of A549 tumor cells as shown bylooy forming assays, simultaneous
treatment with both inhibitors did not increase NXBY922-mediated radiosensitization in
both tumor cell lines. Our cell cycle analyses eded that the suppression of stress response
after HSP9O0 inhibition by KNK437 led to a sustair@@d/M-arrest in both tumor cell lines.
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However, the expression of the anti-apoptotic pnst&KT and RAF-1 remained unchanged
compared with HSP90 inhibition alone. The flow cytric-based evaluation gH2AX
expression showed that simultaneous treatment didenhance NVP-AUY922-mediated

inhibition of DNA repair after irradiation.

The results of the second and third part efwlork request further investigations. Future
experiments should include the repeated delivergiBNA targeting HSPQ) in order to
reduce more efficiently the expression of HS&@@otein. Another possibility could be the
stable transfection by shRNA, thereby simultanelemncing ofa- andp-isoforms of HSP90
or the treatment with siRNAs against HSP90 and HISP7
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