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1 Einleitung 

 

1.1 Pankreaskarzinome 

1.1.1 Epidemiologie 

Das Pankreaskarzinom ist eine der aggressivsten Tumorerkrankungen mit konstanter 

Inzidenz in den meisten westlichen Industriestaaten (Herreros-Villanueva et al. 2012). 

Obwohl Malignome des Pankreas lediglich die zehnthäufigste diagnostizierte 

Krebserkrankung darstellen, liegen sie mit einer Fünfjahresüberlebensrate von nur fünf 

Prozent an vierter Stelle der tumorbedingten Todesursachen und weisen damit die 

niedrigste Überlebensrate aller Krebserkrankungen auf (Jemal et al. 2007). 2008 

erkrankten in Deutschland etwa 15 000 Menschen an einem Pankreaskarzinom (Deutsches 

Krebsregister). 

 

 

Abb.1: Prozentuales Überleben von Patienten mit kolorektalem Karzinom, Bronchial- und 

Pankreaskarzinom (http://seer.cancer.gov/faststats/selections.php?#Output) 

 

http://seer.cancer.gov/faststats/selections.php?#Output
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Unter den Neoplasien des Magen-Darm-Trakts liegt die Prävalenz der Pankreaskarzinome 

nach Kolon- und Magenkarzinomen an dritter Stelle (Jemal et al. 2010). 

Die Geschlechterverteilung ist ausgeglichen, wobei der Häufigkeitsgipfel der Erkrankung 

zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr auftritt (Adler et al. 2007). 

 

1.1.2 Ätiologie  

Die Ätiologie des Pankreaskarzinoms ist noch nicht endgültig geklärt. Zu den Hauptrisiken 

zählt Nikotinabusus, der die Gefahr einer Krebserkrankung der Bauchspeicheldrüse um 

den Faktor zwei bis fünf erhöht (Harnack et al. 1997; Talamini et al. 1999). Zudem spielen 

ethnische Komponenten eine Rolle. So ist die Inzidenz bei männlichen Afroamerikanern 

um 30-40% gesteigert (Yeo et al. 2002a). Auch Übergewicht in Verbindung mit geringer 

sportlicher Betätigung ist als Risikofaktor anerkannt (Adler et al. 2007). 

Die familiäre Vorbelastung stellt einen weiteren wichtigen Punkt dar. Für Verwandte 

ersten Grades eines Patienten mit Pankreaskarzinom verdoppelt sich das Risiko, ebenfalls 

an einer Neoplasie der Bauchspeicheldrüse zu erkranken (Hruban et al. 2010). 

Zudem sind einige erbliche Syndrome mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko behaftet, 

hierzu zählen beispielsweise das Peutz-Jeghers-Syndrom, das hereditäre Mamma- und 

Ovarialkarzinom, die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP), das hereditäre nicht-

polypöse Kolonkarzinom (HNPCC) und die Ataxia teleangiectasia (Hruban et al. 2010). 

Auf genetischer Ebene beinhaltet dies Mutationen im KRAS-, p53-, DPC4-, CDKN2- oder 

BRCA2-Gen sowie eine Überexpression des EGFR-Rezeptor/-Liganden-Systems (Klein et 

al. 2012; Rocha Lima und Centeno 2002). Auch Telomerabnormitäten und 

Chromosomeninstabilitäten sind in Pankreaskarzinomen oftmals gesehen (Jimeno und 

Hidalgo 2006). 

Nach 20 Jahren kommt es bei vier Prozent der chronischen Pankreatitiden zu einer 

malignen Entartung, wobei vor allem Patienten mit hereditärer Pankreatitis betroffen sind, 

während eine Pankreatitis ethyltoxischer Genese wahrscheinlich bislang überschätzt wurde 

(Malka et al. 2002). Auch Diabetes mellitus erhöht das Risiko, an einem Pankreaskarzinom 

zu erkranken (Chari et al. 2005). 

Darüber hinaus werden schädliche Einflüsse durch übermäßigen Alkohol- und 

Kaffeekonsum sowie durch eine extrem fettreiche Ernährung diskutiert (Harnack et al. 

1997).  

Der Kontakt mit Pestiziden, Herbiziden und Fungiziden kann möglicherweise das Risiko 

für Bauchspeicheldrüsenkrebs erhöhen, ebenso wie eine Exposition mit chlorierten 
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Kohlenwasserstoffen, Chrom und Kraftstoffdämpfen. Gesicherte Erkenntnisse liegen 

hierzu allerdings nicht vor (Adler et al. 2007). 

 

1.1.3 Klinik 

Das Pankreaskarzinom zeigt üblicherweise keine Frühwarnzeichen. Die Beschwerden sind 

uncharakteristisch und beinhalten Schmerzen oder Druckgefühl im Oberbauch, Inappetenz, 

Gewichtsabnahme, Leistungsschwäche, Übelkeit, Erbrechen und Steatorrhoe. In 60-70% 

entstehen ein Ikterus und erhöhte Cholestaseparameter durch Kompression des Ductus 

choledochus. Auch Rückenschmerzen können durch Tumoren des Pankreas erzeugt 

werden. Sie sind oftmals Zeichen einer Infiltration des Retroperitoneums beziehungsweise 

des Plexus coeliacus oder des Plexus mesentericus superior. Ebenso kommen 

paraneoplastische Syndrome wie rezidivierende Thrombosen und endokrinologische 

Störungen vor (Brüning 2004).  

Da die Symptome typischerweise erst sehr spät auftreten, ist eine rechtzeitige Entdeckung 

der Krankheit erschwert und die therapeutischen Möglichkeiten somit stark eingeschränkt 

(Herreros-Villanueva et al. 2012). Aus diesem Grund liegt zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung bei über 50% der Patienten bereits eine metastasierte Erkrankung vor 

(Jemal et al. 2010). 

 

 

Abb.2: Prozentuale Verteilung der Tumorstadien bei Diagnosestellung, unterteilt nach ethnischer Herkunft 

(Jemal et al. 2010) 
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1.1.4 Diagnostik 

Nach Vorstellung des Patienten in der Klinik sollte zunächst die ausführliche Anamnese 

und gründliche körperliche Untersuchung erhoben werden, woran sich eine 

Oberbauchsonographie anschließt. Die durch einen erfahrenen Untersucher durchgeführte 

Endosonographie stellt eine sehr sensitive Methode zur Detektion einer Pankreasneoplasie 

dar. Bei weiterhin bestehendem Karzinomverdacht sollte die anschließende Diagnostik 

mittels Computertomographie mit biphasischem Kontrastmittel beziehungsweise 

Magnetresonanztomographie mit Magnetresonanzcholangiopankreatikographie (MRCP) 

und -angiographie erfolgen, um die Beziehung des Tumors zu den Gefäßen darzustellen 

und somit die Operabilität beurteilen zu können (Francis 2003; Ghaneh et al. 2007). 

 

 

 

Abb.3: Computertomographische Darstellung einer Raumforderung des Pankreas (Francis 2003) 

 

Bei vorhandenem Pankreaskarzinom werden die Tumormarker CA 19-9 und CEA zumeist 

stark erhöht im Serum nachgewiesen. Aufgrund des niedrigen positiv prädiktiven Wertes 

sind sie jedoch nicht zum Screening geeignet und werden daher zumeist als 

Verlaufsparameter eingesetzt. Laborchemisch stellen sich die Werte für Lipase und 

Amylase gewöhnlich ebenfalls erhöht dar (Lee et al. 2013; Wu et al. 2013). 

Zur Beurteilung von pulmonalen und mediastinalen Fernmetastasen schließt sich eine 

Röntgenuntersuchung des Thorax an, bei suspektem Befund folgt eine thorakale 

Computertomographie. Unter bestimmten Umständen kann eine Staging-Laparoskopie in 

Betracht gezogen werden (Adler et al. 2007). 

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung haben 80% der Patienten bereits eine lokal 

fortgeschrittene Erkrankung (Yeo et al. 2002a). 



Einleitung 

11 

 

Pankreaskarzinome werden nach dem TNM-System klassifiziert.  

 

Stadium O Tis N0 M0 

Stadium IA T1 N0 M0 

Stadium IB T2 N0 M0 

Stadium IIA T3 N0 M0 

Stadium IIB T1 N1 M0 

T2 N1 M0 

T3 N1 M0 

Stadium III T4 Jedes N M0 

Stadium IV Jedes T Jedes N M1 

 

Tab.1: AJCC-Stadien des Pankreaskarzinoms 2010 (http://www.cancerstaging.org/staging/index.html) 

 

1.1.5 Histologische Klassifikation 

Histologisch wird zwischen exokrinen und endokrinen Pankreastumoren unterschieden. 

Über 95% der Neoplasien entstehen aus dem exokrinen Organ. Darunter fallen einige 

wenige gutartige Tumoren, wie Zystadenome und muzinöse Zystome (Degen et al. 2008).  

Bei den malignen Tumoren handelt es sich in 90% der Fälle um Adenokarzinome, die als 

duktale Karzinome meist von den kleinen Pankreasgängen ausgehen (Degen et al. 2008). 

Seltener treten auch azinäre Karzinome mit Herkunft vom Azinusepithel auf. 

Außerdem kommen Plattenepithelkarzinome vor, sowie kleinzellige, szirrhöse oder 

anaplastische Formen, welche jedoch nur einen geringen Prozentsatz ausmachen. 

Die Tumoren des endokrinen Pankreasgewebes zählen zu den neuroendokrinen Tumoren 

des Gastrointestinaltraktes, die - abgesehen von bestimmten erblichen Syndromen - äußerst 

selten vorkommen (Yeo et al. 2002a). 

Einige Studien beschreiben ein Progressionsmodell mit Vorläuferläsionen des 

Pankreaskarzinoms. Diese werden als pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIn) 

bezeichnet und in verschiedene Stufen eingeteilt, die je nach Stadium typische Mutationen 

aufweisen (Rocha Lima und Centeno 2002). Ähnlich dem kolorektalen Karzinom besteht 

ein Modell, welches die unterschiedlichen Mutationen bei der Entstehung des duktalen 

Adenokarzinoms beschreibt (Koorstra et al. 2008; Yeo et al. 2002a). 

 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Zystadenom
http://de.wikipedia.org/wiki/Neuroendokriner_Tumor
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Abb.4.: Progressionsmodell des Pankreaskarzinoms (Klein et al. 2002) 

 

Weiterhin werden auch intraduktale papillär-muzinöse Neoplasien (IPMN) und muzinös 

zystische Neoplasien (MCN) als potenzielle Krebsvorstufen beschrieben (Degen et al. 

2007). 

Ungefähr 70% der Karzinome sind im Pankreaskopf lokalisiert, 20% im Korpus und 10% 

im Pankreasschwanz (Ghaneh et al. 2007). 

 

1.1.6 Therapie 

1.1.6.1 Operative Entfernung 

Einzige Therapie mit kurativem Ansatz ist die operative Entfernung des Malignoms. Eine 

Resektion kann jedoch nur bei 10-15% der Patienten erfolgen, da bei den übrigen Patienten 

die Erkrankung bereits zu weit fortgeschritten ist (Nieto et al. 2008). 

Ein Pankreastumor wird als resektabel eingestuft, wenn kein Anhalt für Fernmetastasen 

besteht und umliegende Gefäße (Truncus coeliacus, Arteria mesenterica superior) nicht 

durchsetzt sind. Eine Infiltration angrenzender Organe oder der Vena cava stellt nicht 

zwingend eine Kontraindikation für die Operation dar. Häufig kann die Resektabilität 

jedoch erst intraoperativ bestimmt werden und wird je nach Klinik unterschiedlich 

beurteilt. Der Eingriff sollte aufgrund der geringeren Mortalität und der besseren 

Resektabilitätsrate in spezialisierten Zentren angestrebt werden (Francis 2003; Warshaw 

und Fernández-del Castillo 1992). 
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Je nach Lokalisation des Tumors erfolgt eine partielle Duodenopankreatektomie nach 

Whipple und Kausch oder eine Pankreaslinksresektion.  

Walther Kausch führte die erste Duodenopankreatektomie im Jahr 1909 durch, gefolgt von 

Allen Whipple, der 1935 eine Duodenopankreatektomie bei Pankreaskopfkarzinom als 

zweizeitige Operation beschrieb. 1946 modifizierten Waugh und Clagett die Operation zu 

der bis heute durchgeführten einzeitigen Prozedur. Bei Sitz des Tumors im Kopf der 

Bauchspeicheldrüse wird der Pankreaskopf, das Duodenum, die Gallenblase, der distale 

Ductus choledochus und das Antrum en bloc entfernt. Die Rekonstruktion der Magen-

Darm-Passage erfolgt mittels Pankreatojejunostomie, biliodigestiver Anastomose und 

Gastrojejunostomie mit Braunscher Fußpunktanastomose. 

Traverso und Longmire (1980) publizierten die pyloruserhaltende Operation.  

 

 

 

Abb.5: Rekonstruktion nach Whipple-OP (Yen et al. 2007) 

 

Bei Pankreasschwanztumoren wird der tumortragende Organteil sowie die Milz entfernt 

(Pankreaslinksresektion mit Splenektomie). 

Eine totale Pankreatektomie muss bei multilokulären oder sehr großen Pankreastumoren 

vorgenommen werden. Die Indikation hierzu sollte allerdings äußerst eng gestellt werden, 
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da ein schwer kontrollierbarer Diabetes mellitus sowie eine exokrine Pankreasinsuffizienz 

resultieren (Yeo et al. 2002a). 

 

1.1.6.2 Chemotherapie 

Gemcitabine und 5-Fluorouracil (5-FU) sind bislang die einzigen Chemotherapeutika, die 

sich in klinischen Studien bei Pankreaskarzinomen als wirksam herausgestellt haben 

(Neptolemos et al. 2004). 

Das Pyrimidinanalogon Gemcitabine (2’-deoxy-2’,2’-difluorocytidinmonohydrochlorid) 

wurde ursprünglich als antivirales Medikament entwickelt, bevor es als Zytostatikum 

Verwendung fand. Es handelt sich um ein Vorläufermedikament, das erst in der Zelle 

enzymatisch zu seiner eigentlichen Wirkform umgewandelt wird (Burris et al. 1997). 

 

 

 

Abb.6: Strukturformel von Gemcitabine (http://pi.lilly.com/us/gemzar.pdf) 

 

Nach Metabolisierung und intrazellulärer Phosphorylierung hemmt das Deoxycytidin-

Analogon kompetitiv die DNA-Elongation. Statt der Base Cytosin wird 

Gemcitabinetriphosphat in den neu synthetisierten Desoxyribonukleinsäurestrang 

eingebaut, was zu einem Abbruch der DNA-Synthese und schließlich zum Zelltod führt 

(Noble und Goa 1997).  

Gemcitabinetriphosphat wird in der Leber, der Niere und im Blut in eine unwirksame 

Substanz abgebaut und über die Nieren ausgeschieden (Noble und Goa 1997). 

Eine signifikante Verlängerung des medianen tumorfreien Überlebens nach adjuvanter 

Behandlung mit Gemcitabine im Vergleich zu einer Resektion ohne chemotherapeutische 

Behandlung wurde in der CONKO-001-Studie beobachtet (13,4 versus 6,9 Monate). Nach 

5 Jahren betrug das tumorfreie Überleben ohne adjuvante chemotherapeutische 
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Behandlung 5,5% und steigerte sich auf 16,5% nach Behandlung mit Gemcitabine (Oettle 

et al. 2007). 

 

Wie auch Gemcitabine ist 5-FU ein Pyrimidinantagonist. Als Analogon der Base Uracil 

wird 5-FU bei der Zellteilung aufgrund der Strukturähnlichkeit mit den Pyrimidinbasen 

Cytosin und Thymin (DNA-Nukleotide) beziehungsweise Uracil (RNA-Nukleotid) anstatt 

dieser in die DNA respektive RNA eingebaut. Die so entstandene Nukleinsäure ist nicht 

funktionstüchtig. 5-FU inhibiert sowohl die DNA- und RNA-Synthese als auch die 

Nukleotidbiosynthese über eine Hemmung der Thymidylat-Synthase (Longley et al. 2003).  

 

 

Abb.7: Strukturformel von 5-FU (Longley et al. 2003) 

  

Die European Study Group for Pancreatic Cancer (ESPAC) bestätigte die Wirksamkeit der 

Zytostatika Gemcitabine und 5-Fluorouracil als adjuvante Therapie in Karzinomen des 

Pankreas, wohingegen eine adjuvante Radiochemotherapie das Outcome nicht verbesserte 

(Neptolemos et al. 2004). Das mittlere Überleben der chemotherapeutisch behandelten 

Patienten betrug 20,1 Monate, bei den Patienten mit Radiochemotherapie waren es nur 

15,9 Monate. Patienten in dieser Gruppe, die keine Radiochemotherapie erhielten, zeigten 

sogar im Vergleich zu den mit Radiochemotherapie behandelten Patienten ein gesteigertes 

mittleres Überleben von 17,9 Monaten (Neptolemos et al. 2004).  

In der ESPAC-3-Studie wurde Gemcitabine mit 5-FU verglichen. Das mediane Überleben 

betrug nach Behandlung mit Gemcitabine 23,6 Monate und nach Applikation von 5-FU 

23,0 Monate, sodass zwischen den beiden Chemotherapeutika kein signifikanter 

Unterschied besteht (Neptolemos et al. 2010). 

Wegen seines favorablen Nebenwirkungsprofils gilt Gemcitabine als Goldstandard unter 

den Chemotherapeutika zur adjuvanten und palliativen Behandlung von 

Pankreaskarzinomen (Neptolemos et al. 2010). 

 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Zellteilung
http://de.wikipedia.org/wiki/Pyrimidinbase
http://de.wikipedia.org/wiki/Cytosin
http://de.wikipedia.org/wiki/Thymin
http://de.wikipedia.org/wiki/DNA
http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
http://de.wikipedia.org/wiki/Uracil
http://de.wikipedia.org/wiki/RNA
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Ribonukleins%C3%A4ure
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1.1.6.3 Radiochemotherapie 

Aufgrund der Ergebnisse der EORTC- und der ESPAC-1-Studie (Neptolemos et al. 2004) 

wird zurzeit in den deutschen S3-Leitlinien keine Radiochemotherapie bei resektablem 

Pankreaskarzinom empfohlen (Adler et al. 2007). Im Rahmen von klinischen Studien kann 

nach unvollständiger Resektion in Einzelfällen eine additive Radiochemotherapie 

durchgeführt werden (Adler et al. 2007; Ghaneh et al. 2008; Stocken et al. 2005). In den 

USA erfolgt üblicherweise eine adjuvante Radiochemotherapie (Herreros-Villanueva et al. 

2012; Roeder et al. 2012). 

 

1.1.6.4 Palliative Therapie 

In einer palliativen Situation wird keine Resektion des Pankreas angestrebt, allerdings kann 

bei duodenaler Obstruktion eine Operation zur Wiederherstellung der Magen-Darm-

Passage erfolgen. Eine Chemotherapie mit Gemcitabine stellt die Standardtherapie dar. Je 

nach Zustand des Patienten können jedoch auch Kombinationen von Gemcitabine mit 

Oxaliplatin, Cisplatin, Capecitabine oder Erlotinib erwogen werden. Bei symptomatischen 

Metastasen besteht die Option einer palliativen Strahlentherapie (Adler et al. 2007). 

 

1.1.7 Prognose 

Die Prognose des Pankreaskarzinoms ist aufgrund später Diagnosestellung, aggressiven 

Wachstumsverhaltens, früh einsetzender Metastasierung und eingeschränkter 

therapeutischer Möglichkeiten extrem schlecht (Nieto et al. 2008). Daher stellen 

Pankreastumoren trotz des relativ seltenen Auftretens die fünfthäufigste Krebstodesursache 

weltweit und die vierthäufigste Krebstodesursache in den USA dar (Jemal et al. 2010).  

Die Gesamtfünfjahresüberlebensrate aller Stadien ist geringer als fünf Prozent. Nach einer 

radikalen Operation verbessert sich die Fünfjahresüberlebensrate gewöhnlich auf 5-15% 

und kann auf bis zu 30% ansteigen, wenn eine adjuvante Chemotherapie durchgeführt 

wurde (Yeo et al. 2002a).  

Ohne Operation mit rein palliativen Maßnahmen ist die mittlere Überlebenszeit auf 3-9 

Monate begrenzt (Merl et al. 2010). 

Generell gehen Stadium und Größe des Tumors, eine eventuell vorliegende 

Lymphknotenmetastasierung und der Resektionsstatus in die Prognose des 

Pankreaskarzinoms mit ein (Geer et al. 1993; Yeo et al. 1997). So verschlechtert sich die 

Fünfjahresüberlebensrate von maximal 40% in Stadium I auf 0-8% in Stadium IV 

(Benassai et al. 2000; Yeo et al. 2002a).  
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Abb.8: Prozentuales Überleben abhängig vom Erkrankungsstadium bei Diagnosestellung, unterteilt nach 

ethnischer Herkunft (Jemal et al. 2010) 

 

Ein Durchmesser des Primärtumors von unter 3cm geht mit einer medianen Überlebenszeit 

von 18 Monaten einher, verglichen mit 11 Monaten bei einem Tumordurchmesser von 

mehr als 3cm. Hat das Karzinom bereits Lymphknoten infiltriert, reduziert sich die mittlere 

Überlebenszeit von 33 auf 13 Monate. Patienten mit tumorfreien Resektionsrändern haben 

eine mittlere Überlebenszeit von 26 Monaten, eine mikroskopisch unvollständige 

Entfernung des Malignoms verringert das mittlere Überleben auf 9 Monate (Benassai et al. 

2000). 

 

1.1.8 Molekulares Profil 

Krebs ist eine Erkrankung genetischer Instabilität. Der Progress der Zelltransformation 

beinhaltet eine Reihe von Einzelmutationen, aus deren Akkumulation letztendlich die 

maligne Entartung der Zelle resultiert. Eine genaue Kenntnis dieser Transformationskette 

und somit der im Pankreaskarzinom typischerweise vorliegenden Mutationen ermöglicht 

die Entwicklung neuer Therapien, deren Anwendung durch die zielgerichtete, nur die 

entarteten Zellen betreffende Wirkung eine potenziell schonendere Therapieoption für die 

Patienten bieten würde.  

Die molekulare Charakterisierung von Pankreaskarzinomen zeigt, dass das KRAS-Gen in 

über 90% aller duktalen Adenokarzinome in mutierter Form vorliegt (Almoguera et al. 

1988). Auch IGF-1Rβ und EGFR sind in Pankreaskarzinomen häufig in überexprimierter 

Form vorhanden (Ahsan et al. 2012). 
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1.2 Hitzeschockproteine 

1.2.1 Allgemeines 

Hitzeschockproteine (HSPs) wurden erstmals 1962 als hochkonservierte Proteine, deren 

Expression durch verschiedene Arten von Stress induziert wird, entdeckt (Ritossa 1962). 

Sie kommen sowohl in Eukaryonten als auch in Prokaryonten vor. Die Hauptaufgabe der 

Hitzeschockproteine liegt in ihrer Funktion als „molekulares Chaperon“ (frz. 

Gouvernante), das bei der posttranslationalen Faltung und Stabilisierung von Proteinen 

assistiert und somit die optimale Funktion dieser garantiert. Zudem sind 

Hitzeschockproteine für den Import von Proteinen in verschiedene zelluläre 

Kompartimente, die Degradierung instabiler Proteine über den Ubiquitin-Proteasom-Weg 

und das Auflösen beziehungsweise die Prävention der Bildung von Proteinaggregaten 

verantwortlich (Bukau und Horwich 1998). Auch die Steuerung der Mitose und des 

Zellzyklus zählt zu ihren Aufgaben (Calderwood et al. 2006). Des Weiteren regulieren 

Hitzeschockproteine auf vielfältige Weise die Apoptose. Hierbei besitzen HSP27 und 

HSP70 eine antiapoptotische und HSP60 und HSP10 eine proapoptotische Funktion. Unter 

normalen Bedingungen liegen pro- und antiapoptotische Signale in einem Gleichgewicht 

vor (Garrido et al. 2001). 

In Stresssituationen, wozu beispielsweise Hitze, metabolische Entgleisungen und 

chemische Noxen zählen, wird über Hitzeschocktranskriptionsfaktoren (HSF) die 

Transkription der für die Hitzeschockproteine codierenden Gene initiiert (Khalil et al. 

2011). 

Nach ihrem Molekulargewicht werden die Hitzeschockproteine in fünf Familien unterteilt:  

HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 und die kleinen HSPs, zu denen unter anderem HSP27 

gehört. Ihre Expression erfolgt entweder konstitutiv (HSP60, HSP90) oder sie werden 

durch Stress induziert (HSP70, HSP27) (Garrido et al. 2001). Hitzeschockproteine machen 

ein bis zwei Prozent des Gesamtproteins der Zelle aus, können aber bei Stress auf bis zu 

sechs Prozent gesteigert werden (Whitesell und Lindquist 2005). 

 

1.2.2 HSP90 

1.2.2.1 Vorkommen 

HSP90 ist der bekannteste Vertreter der Familie der Hitzeschockproteine. Es existieren 

verschiedene Isoformen, die im Zytoplasma, im Endoplasmatischen Retikulum (Grp94), in 

den Mitochondrien (TRAP1) und in der Zellmembran lokalisiert sind (Banerji 2009). Die 
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im Zytoplasma vorkommenden Isoformen HSP90α und HSP90ß sind essentiell für das 

Überleben der Zelle und werden von zwei separaten, hoch konservierten Genen codiert, die 

während der Evolution durch Duplikation entstanden sind (Whitesell und Lindquist 2005). 

In den meisten eukaryoten Zellen wird eine der zytoplasmatischen Isoformen konstitutiv 

hoch exprimiert und bei Stress nur gering induziert, während die andere Isoform basal bei 

einem niedrigen Niveau gehalten wird, um unter restriktiven Wachstumsbedingungen stark 

gesteigert zu werden (Scheibel und Buchner 1998). Gegenwärtige Studien zeigen, dass 

zumindest einige Funktionen zwischen den Isoformen HSP90α und HSP90ß differieren 

(Voss et al. 2000). 

 

1.2.2.2 Chemische Struktur und ATPase-Zyklus 

HSP90 ist ein flexibles Dimer. Jedes Monomer besteht aus einer N-terminalen Domäne 

(24-28 kDa), einer mittleren Domäne (38-44 kDa) und einer C-terminalen Domäne (11-15 

kDa). Die N-terminale und die mittlere Domäne sind durch die hochvariable linker region 

miteinander verbunden (Brown et al. 2007).  

 

 

 

Abb.9: Struktur von HSP90 (modifiziert nach Krukenberg et al. 2011) 

 

In der N-terminalen Domäne ist die ATP-Bindungstasche lokalisiert. Die C-terminale 

Domäne erleichtert die Bildung des Homodimers und begünstigt das Formen einer Tasche, 

in der Zielproteine binden können (Brown et al. 2007). Zudem interagiert diese Domäne 

mit diversen Co-Chaperonen, wie Hip, Hop, p23, HSP70, HSP40, Cdc37 und AHA1, mit 

denen HSP90 große Multi-Chaperon-Komplexe bildet und welche die Aktivität von 

HSP90 steuern (Calderwood et al. 2006; Pearl et al. 2008; Pratt und Toft 2003). 
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Die Bindung und Hydrolyse von ATP ist essentiell für die Funktion von HSP90 und 

bewirkt eine Konformationsänderung des Chaperons, die seine Fähigkeit zur Bindung, 

Faltung und Entlassung der Client Proteine reguliert (Brown et al. 2007). Diese Reaktion 

ist der limitierende Schritt des Enzyms und erfolgt in verschiedenen Etappen:  

Nach der Bindung von ATP klappt sich ein kurzer Teil der N-terminalen Domäne (das so 

genannte „ATP lid“) über die Bindungstasche. Dadurch wird ein anderer Teil des N-

terminalen Endes frei und bindet an der gegenüberliegenden N-Domäne der anderen 

Untereinheit des Dimers („molecular clamp mechanism“) (Brown et al. 2007; Wandinger 

et al. 2008). Die so entstandene Konformationsänderung bewirkt weitere 

Strukturveränderungen im gesamten Protein. Durch eine Assoziation der N- und M-

Domänen und eine Verkürzung der Distanz zwischen den M-Domänen wird schließlich ein 

in sich gedrehtes, kompaktes Dimer gebildet. In dieser Konformation kann ATP nun in 

ADP und anorganisches Phosphat Pi hydrolysiert werden. Danach kommt es zur 

Dissoziation der N-Domänen, ADP und anorganisches Phophat Pi werden aus der 

Bindungstasche entlassen und das HSP90-Dimer kehrt in seinen ursprünglichen Zustand 

zurück (Wandinger et al. 2008).  

Der genaue Mechanismus der Substratbindung von HSP90 ist noch nicht geklärt. Da die 

Client Proteine von HSP90 stark in ihrer Struktur variieren, wird vermutet, dass nicht ein 

spezifisches Element, sondern die Stabilität (Hartson et al. 1998) beziehungsweise die 

Ladung einer bestimmten Region des jeweiligen Proteins entscheidend für die Bindung ist 

(Citri et al. 2006). 
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Abb.10: ATPase-Zyklus von HSP90 (Li et al. 2011) 

 

1.2.2.3 Funktion in gesunden Körperzellen 

Extrazellulär lokalisiertes HSP90 ist für immunologische Prozesse verantwortlich (Schmitt 

et al. 2007), intrazelluläres HSP90 hingegen nimmt zytoprotektive und antiapoptotische 

Funktionen wahr (Gurbuxani et al. 2001). Dabei zählt die Stabilisierung von Proteinen, 

insbesondere verschiedener Regulatorproteine, die in einer Stresssituation oder auch 

konstitutiv erfolgen kann, ebenso zu seinen Aufgaben wie eine Beteiligung am 

posttranslationalen Modifikationsprozess diverser Polypeptide (Calderwood et al. 2006). 

Signalmoleküle werden durch HSP90 in einer aktiven Konformation gehalten (Calderwood 

et al. 2006). Zudem schützt HSP90 die Zelle vor Apoptose, indem es eine unspezifische 

Aggregation von Proteinen verhindert und eine Neufaltung falsch gefalteter oder 

denaturierter Proteine bewirkt (Wandinger et al. 2008). 

Die essentielle Rolle von HSP90 auch in gesunden Zellen wird unter anderem dadurch 

unterstrichen, dass ein Mangel an HSP90 bei Drosophila melanogaster zum Tod der 

Fruchtfliege führt (Whitesell und Lindquist 2005). 

In fetalen Mäusen, denen HSP90ß fehlte, kam es zum Tod dieser durch mangelnde 

Entwicklung der Plazenta (Voss et al. 2000). 
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1.2.2.4 Funktion in Tumorzellen 

In der Krebszelle übernimmt HSP90 durch die Stabilisierung seiner Zielproteine 

verschiedene überlebenswichtige Aufgaben. Nach Hanahan und Weinberg (2000) 

existieren sechs Fähigkeiten, die charakteristisch für Tumorzellen sind und durch 

genetische Instabilität erlangt werden können: 

 Umgehung der Apoptose  

 autonomes Wachstum 

 verstärkte Angiogenese  

 Resistenz gegenüber wachstumshemmenden Signalen  

 Invasion und Metastasierung  

 ein unendliches replikatives Potential  

HSP90 spielt eine essentielle Rolle in der Erwerbung und Erhaltung aller dieser 

Fähigkeiten. Eine Umgehung der Apoptose erfolgt durch eine Aktivierung von IGF-1Rβ 

und Akt. Über mutierte Tyrosinkinaserezeptoren wird autonomes Wachstum der Zelle 

vermittelt. Eine verstärkte Angiogenese kann über die vermehrte Expression von HIF-1α, 

MET, Src und VEGF erreicht werden. Die Hochregulierung von CDK4, CDK6 und Cyclin 

D bewirkt eine Resistenz gegenüber wachstumshemmenden Signalen. Invasion und 

Metastasierung werden durch MMP2 und Urokinase gefördert und ein unendliches 

replikatives Potential über die dauerhafte Aktivierung der Telomerase erzielt (Neckers 

2007). Eine Interaktion von HSP90 mit dem HER2-Rezeptor in Mammakarzinomzellen 

erzeugt eine Umstrukturierung des Zytoskeletts als Voraussetzung zur Metastasierung 

(Sidera et al. 2008). 
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Abb.11: Aktivierung verschiedener Signalwege durch HSP90 und dadurch erworbene Eigenschaften der 

Krebszelle (eigene Darstellung, modifiziert nach Reinmuth und Thomas 2007) 

 

Aufgrund einer Derepression der für HSP90 codierenden Gene während der malignen 

Entartung liegt HSP90 in den meisten Tumorzellen in überexprimierter Form vor 

(Calderwood et al. 2006). 

Des Weiteren sorgt HSP90 über die Stabilisierung der Konformation mutierter Proteine 

und die Akkumulation dieser für eine Entwicklung neuer Phänotypen der Krebszellen, 

woraus eine bessere Anpassung und schnellere Entwicklung von Resistenzen resultiert 

(Kamal et al. 2003; Schmitt et al. 2007). Somit agiert HSP90 als Puffer der genetischen 

Variation (Pearl et al. 2008). 

In Tumorzellen liegt HSP90 im Gegensatz zu den normalen Zellen eher in aktiven 

Komplexen vor (Kamal et al. 2003).  

Eine chemotherapeutische Behandlung führt zu einer vermehrten Expression der die 

Hitzeschockproteine codierenden Gene und kann somit in einigen Fällen eine Resistenz 

gegenüber der Therapie bewirken (Vargas-Roig et al. 1998). 
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Abb.12: ATPase-Aktivität von HSP90 in Tumorgewebe im Vergleich zu gesunden Körperzellen nach 

Behandlung mit 17-AAG, Radicicol oder KCl (Kamal et al. 2003) 

 

1.2.2.5 Client Proteine von HSP90 

HSP90 interagiert mit weit über 200 Substraten, die zumeist in regulatorische Signalwege 

der Zelle involviert sind (Hong et al. 2013). Zu den Client Proteinen von HSP90 zählen 

unter anderem Wachstumsfaktorrezeptoren (z.B. EGFR und HER2), Kinasen (z.B. Raf-1 

und Akt), Transkriptionsfaktoren (z.B. p53 und NF-κB) und Steroidrezeptoren (Haupt et 

al. 2012; Neckers 2007). 

EGFR und IGF-1Rβ sind Transmembranrezeptoren mit intrinsischer 

Tyrosinkinaseaktivität. Nach Bindung ihres Liganden erfolgt eine Dimerisierung des 

Rezeptors mit nachfolgender Autophosphorylierung, wodurch verschiedene 

Signalkaskaden angeregt werden, die letztendlich DNA-Synthese und Zellproliferation 

induzieren (Hatake et al. 2007).  

EGFR spielt eine zentrale Rolle in der Tumorentwicklung. In diversen Krebszellen (zum 

Beispiel kolorektales Karzinom, Bronchial- und Pankreaskarzinom) liegt EGFR in 

aktivierter, mutierter Form vor und bewirkt neben einem unkontrollierten Zellwachstum 

unter anderem eine Resistenz der Tumorzellen gegen unterschiedliche Chemotherapeutika, 

sodass eine Überexpression meist mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet ist 

(Hatake et al. 2007).  
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IGF-1Rβ liegt in einigen Tumorentitäten, wie beispielsweise Mamma- und 

Prostatakarzinomen, überexprimiert vor und bewirkt nach Aktivierung eine Resistenz 

gegenüber apoptotischen Signalen sowie eine Erhöhung des metastatischen Potentials der 

Krebszelle (Xue et al. 2012). 

Das G-Protein KRAS vermittelt Signale für Zellwachstum und Differenzierung von 

Tyrosinkinaserezeptoren zum Zellkern, wo es die Transkription bestimmter Gene initiiert 

(Khosravi-Far und Der 1994). Nach der Bindung eines externen Liganden, wie zum 

Beispiel EGF, erfolgt eine Dimerisierung des Rezeptors und somit eine Aktivierung der 

intrinsischen Tyrosinkinaseaktivität (Adjei 2001). Bedingt durch Mutationen wird das 

KRAS-Protoonkogen in ein Onkogen umgewandelt und somit eine normale Körperzelle zu 

einer Zelle mit neoplastischem Phänotyp transformiert. Das von diesem Gen transkribierte 

mutierte KRAS-Protein leitet die Signale der Wachstumsfaktorrezeptoren autonom weiter 

und sorgt so für eine Inhibition der Apoptose und unkontrolliertes Wachstum der 

Krebszelle. Mutationen im KRAS-Gen liegen in über 90% der malignen Neoplasien der 

Bauchspeicheldrüse vor und stellen eine der häufigsten genetischen Veränderungen dar 

(Almoguera et al. 1988).  

Eines der Schlüsselenzyme der Ras-Familie ist die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), 

welche Akt durch Phosphorylierung aktiviert. Die Serin/Threonin-Kinase Akt reguliert den 

Zellzyklus und -metabolismus und beeinflusst über eine verstärkte Angiogenese das 

Tumorzellwachstum (Chen et al. 2005). Über eine Phosphorylierung verschiedener 

Effektoren der Apoptose sorgt Akt für ein Überleben der Zelle. Zudem wird über den 

PI3K-Signalweg invasives Tumorwachstum und eine Resistenz gegenüber 

chemotherapeutischen Agenzien vermittelt (Adjei 2001; Jimeno und Hidalgo 2006). 

Die MAPK-Kaskade enthält mindestens drei Proteinkinasen in Serie, die in der 

Aktivierung einer multifunktionalen MAPK gipfeln. Sie leiten extrazelluläre Stimuli an 

den Zellkern weiter und regulieren über eine verstärkte Transkription bestimmter 

Effektorgene Embryogenese, Zelldifferenzierung, Proliferation und Apoptose (Pearson et 

al. 2001; Perego et al. 2010). 

Sowohl über den Ras/Raf/MAPK- als auch über den PI3K/Akt-Signalweg werden D1 und 

Cdk 4 aktiviert, die beide für den Übergang der Zelle von der G1- in die S-Phase wichtig 

sind, in der die DNA-Synthese stattfindet (Kamal et al. 2004). 
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1.2.3 Inhibitoren von HSP90 

1.2.3.1 Allgemeines 

Eine Hemmung von HSP90 führt zu einem Abbau der verschiedenen Client Proteine über 

den Ubiquitin-Proteasom-Weg. Die HSP90-Inhibition scheint deswegen eine so wirksame 

Therapie zu sein, da simultan an verschiedenen Stellen des Signaltransduktionsweges 

angegriffen wird, was die Entwicklung von Resistenzen unwahrscheinlich macht 

(Prodromou et al. 1997; Song et al. 2008).  

Radicicol und Geldanamycin sind natürlich vorkommende HSP90-Hemmer und besetzen 

beide kompetitiv die ATP-Bindungsstelle des Hitzeschockproteins. Durch den somit 

erzeugten Verlust seiner ATPase-Funktion kann HSP90 seine Aufgaben als Chaperon nicht 

mehr wahrnehmen (Taldone et al. 2008).  

Mittlerweile sind zudem diverse synthetische Inhibitoren auf dem Markt, wie 

beispielsweise PU24FC1, CCT018159, Radamycin oder Novobiocin (Kusuma et al. 2011; 

Whitesell und Lindquist 2005). 

 

1.2.3.2 Geldanamycin-Derivate 

Die wohl bekanntesten HSP90-Inhibitoren stellen Geldanamycin und seine Derivate dar. 

Geldanamycin ist ein Ansamycin mit einem Benzoquinone-Ring und wurde 1970 als 

Antibiotikum aus dem Actinobakterium Streptomyces hygroscopicus isoliert. Erst später 

wurde seine antiproliferative Wirkung in Tumoren entdeckt (Ochel et al. 2001). 

 

 

Abb.13: Strukturformel von Geldanamycin (http://www.invivogen.com/geldanamycin) 

 

Aufgrund starker Hepatotoxizität, metabolischer und chemischer Instabilität und sehr 

geringer Solubilität in Wasser, die ein Lösen in Dimethylsulfoxid (DMSO) erforderlich 

macht, ist das Präparat jedoch nur begrenzt einsetzbar (Taldone et al. 2008). Daher wurden 

durch chemische Veränderungen neue Geldanamycin-Analoga synthetisiert. 17-

Allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG, Tanespimycin) zeigt eine gute 
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Aktivität in vitro und eine weitaus geringere Hepatotoxizität als Geldanamycin, ist aber 

ebenfalls nicht wasserlöslich. In den Vereinigten Staaten und in Großbritannien wird 17-

AAG bereits bei unterschiedlichen Tumorentitäten klinisch erprobt (Guo et al. 2008; Hong 

et al. 2013).  

 

Abb.14: Strukturformel von 17-AAG (http://www.invivogen.com/17-aag) 

 

17-AAG wird enzymatisch von CYP3A4 in seine Metabolite umgesetzt, wozu unter 

anderem 17-AG und ein Epoxid zählen. Ein Nebenprodukt des 17-AG-Metaboliten ist ein 

nephrotoxisch wirkendes Acrolein. Alle Metabolite von 17-AAG sind biologisch wirksam 

(Neckers 2007). 

Die neueren Derivate 17-(2-(Pyrrolidin-1-yl)ethyl)amino-17-demethoxygeldanamycin (17-

AEP-GA) und 17-Dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG, 

Alvespimycin) sind wasserlöslich und versprechen somit einen komfortableren Einsatz in 

vivo.  

 

Abb.15: Strukturformel von 17-AEP-GA (http://www.invivogen.com/17-aep-ga) 

 

17-DMAG wird nur minimal von CYP3A4 metabolisiert und aufgrund seiner veränderten 

chemischen Zusammensetzung nicht in 17-AG umgewandelt. Dies verspricht ein 

verbessertes Toxizitätsprofil von 17-DMAG gegenüber 17-AAG (Neckers 2007). 
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Abb. 16: Strukturformel von 17-DMAG (http://www.invivogen.com/17-dmag) 

 

Geldanamycin-Analoga binden kompetitiv an der konservierten ATP-Bindungsstelle der 

aminoterminalen Domäne von HSP90 und verhindern somit die Bindung und Hydrolyse 

von ATP, wodurch HSP90 seine Chaperon-Funktion verliert (Tillotson et al. 2010). Dies 

führt zu einem Wachstumsstillstand des Tumors durch G1-Arrest sowie morphologischer 

und funktionaler Differenzierung, außerdem zu einer Aktivierung der Apoptose. Zusätzlich 

wird die Angiogenese verhindert (Hostein et al. 2001; Taldone et al. 2009). 

Ein großer Vorteil des Einsatzes der Geldanamycin-Derivate besteht in der selektiven 

Wirkung in Krebszellen. Dies hat verschiedene Gründe: Krebszellen sind abhängig von 

Onkoproteinen und ein Abbau dieser betrifft maligne entartete Zellen wesentlich stärker 

als normale Zellen. Des Weiteren liegen Onkoproteine meist in mutierter Form vor und 

benötigen somit HSP90 zur Stabilisierung. Das intrazelluläre Milieu in den Krebszellen ist 

bestimmt von Azidose, Hypoxie und Mangel an Nährstoffen, was eine Umgebung des 

zellulären Stresses darstellt. Hierdurch wird HSP90 zur Stabilisierung der Proteine 

unabdingbar. Zuletzt binden einige HSP90-Inhibitoren mit Präferenz an HSP90-

Komplexen in Krebszellen (Banerji 2009; Chiosis und Neckers 2006; Koga et al. 2009). So 

ist bei einer Inkubation von Geldanamycin mit Tumorzellen der IC50 im Vergleich mit 

normalen Zellen um den Faktor 100 erniedrigt (Kamal et al. 2003). Diese Gegebenheiten 

lassen vermuten, dass der Einsatz von HSP90-Hemmern verhältnismäßig 

nebenwirkungsarm ist. 

 

1.2.4 HSP70 

Die HSP70-Familie umfasst das vorwiegend stressinduzierte HSP70, konstitutiv 

exprimiertes HSC70, sowie mitochondriales HSP75 und Grp78, welches im 

endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist (Garrido et al. 2006). HSP70 nimmt 

unterschiedliche Aufgaben in der Zelle wahr, wie die Assistenz bei der Faltung neu 

synthetisierter Polypeptide oder falsch gefalteter Proteine, die Bildung von Multi-

http://www.invivogen.com/17-dmag
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Chaperon-Komplexen und der Transport von Proteinen durch zelluläre Membranen 

(Garrido et al. 2006). Insbesondere ist HSP70 ein essentieller Inhibitor der Apoptose 

(Lanneau et al. 2007). 

Apoptose bezeichnet den programmierten Zelltod. Als Auslöser wirken sowohl extra- als 

auch intrazelluläre Signale. Die Apoptose wird in die Initiations- und Ausführungsphase 

unterteilt, wobei Erstere sich in den intrinsischen und den extrinsischen Weg gliedert. 

Auslösend für den extrinsischen Weg ist die Bindung eines Liganden an den TNF-

Rezeptor, worüber eine Signalkaskade ausgelöst wird, die letztlich in der Aktivierung von 

Caspase-8 resultiert.  

Beim intrinsischen Weg wird Cytochrom c durch verschiedene Effektoren, wie 

beispielsweise Bax, Bad oder diverse Chemotherapeutika, aus den Mitochondrien 

freigesetzt. Cytochrom c bindet dann an Apaf-1 und aktiviert schließlich Caspase-9.  

Während der Ausführungsphase bewirken Caspase-3, Caspase-6 und Caspase-7 die 

Selbstverdauung der Zelle durch Aktivierung von DNasen. Letztendlich schnürt sich die 

Zelle in kleine Vesikel ab, die durch Phagozytose vernichtet werden (Hengartner et al. 

2000; Kerr et al. 1972; Peter et al. 1997).  

HSP70 hemmt die Apoptose auf unterschiedlichem Niveau: 

Auf dem prä-mitochondrialen Level blockiert es die Aktivität der c-Jun N-terminalen 

Kinase (JNK1), wodurch die Aktivierung von Caspase-3 inhibiert wird. Des Weiteren 

stabilisiert es die nicht-phosphorylierten Formen von Akt und PKC (Gabai et al. 2000; 

Park et al. 2001). 

Auf mitochondrialem Niveau hemmt HSP70 die Translokation von Bax, was einer 

Permeabilität der mitochondrialen Membran vorbeugt und folglich die Freisetzung von 

Cytochrom c und AIF aus letzterer blockiert (Nylandsted et al. 2004; Stankiewicz et al. 

2005). 

Post-mitochondrial bindet HSP70 an Apaf-1 und verhindert so den Einbau von Procaspase-

9 in das Apoptosom (Beere et al. 2000). 

Auch die Caspase-unabhängigen Apoptosewege werden durch HSP70 gehemmt. Eine 

Assoziation von HSP70 mit Endonuklease G verhindert die DNA-Fragmentierung und eine 

Bindung an AIF, sowie dessen Translokation in den Nukleus und die Kondensation des 

Chromatins (Kalinowska et al. 2005; Matsumori et al. 2005). 

Ein Mangel an HSP70 macht Zellen extrem anfällig für apoptotische Stimuli (Garrido et al. 

2006). 
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Abb.17: Apoptosewege und deren Beeinflussung durch HSPs (Khalil et al. 2011) 

 

HSP70 benötigt meist ATP für seine Funktion, kann jedoch in manchen Konstellationen 

unabhängig von ATP agieren (Garrido et al. 2006). 

 

1.2.5 HSP27 

HSP27 gehört zur Familie der kleinen HSPs und wird je nach Entwicklungs- und 

Differenzierungszustand in vielen Gewebearten exprimiert (Garrido et al. 2000). Das 

Protein agiert ATP-unabhängig und seine Hauptfunktion besteht im Schutz vor 

Proteinaggregation in den Zellen (Garrido et al. 2001; Lanneau et al. 2007). Abhängig vom 

Phosphorylierungsstatus werden lange Oligomere gebildet, die seine Chaperon-Funktion 

begünstigen (Lanneau et al. 2007; Rogalla et al. 1999).  

Über unterschiedliche Mechanismen hat HSP27 eine antiapoptotische Wirkung. Das 

Protein kann den antioxidativen Schutzmechanismus der Zelle durch eine Steigerung der 

intrazellulären Menge an Glutathion fördern, sodass die durch oxidierte Proteine 

verursachten toxischen Effekte neutralisiert werden (Garrido et al. 2001; Rogalla et al. 

1999). Außerdem besitzt HSP27 die Fähigkeit zur Bindung und Stabilisierung von Aktin-
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Polimeren (Lavoie et al. 1995). Über die zytoplasmatische Bindung des aus den 

Mitochondrien freigesetzten Cytochrom c erfolgt die Inhibierung von Procaspase-9 und 

Procaspase-3, wodurch die Bildung des Apoptosoms verhindert wird. Für diese Interaktion 

wird HSP27 in seiner Form als Dimer benötigt (Garrido et al. 2001). Durch eine 

Interaktion mit Daxx verhindert HSP27 einen über den Todesrezeptor Fas vermittelten 

Apoptoseweg (Charette et al. 2000). 

 

1.3 Zielsetzung 

Ziel dieser Arbeit ist der Nachweis eines durch funktionelle HSP90-Inhibition erzeugten 

antiproliferativen Effekts auf Adenokarzinome des Pankreas, die Resistenzen gegen 5-FU 

und Gemcitabine aufweisen. 

Zunächst wurde die wachstumshemmende Wirkung des wasserunlöslichen Geldanamycin-

Derivats 17-AAG sowie der wasserlöslichen Derivate 17-AEP-GA und 17-DMAG mittels 

MTT-Test verifiziert. 

Im Anschluss wurde die Veränderung der Expression einiger Zielproteine von HSP90 nach 

Behandlung mit den oben genannten Wirkstoffen mittels Western Blot überprüft. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte  

Produkt Hersteller 

Brutschrank 37°C, 5% CO2 Heraeus Instruments 

Kühlschrank +4°C Linde 

Gefrierschrank -20°C Liebherr 

Gefrierschrank -80°C Kryotec 

Reinluftwerkbank HERA safe Heraeus 

Vakuumpumpe vacuubrand 

Wasserbad medingen 

Pipettierhilfe pipetus
 

Hirschmann Laborgeräte 

Pipetten (10µl, 100µl, 1000µl) Eppendorf 

Multipipette Finnpipette (30-300µl) Thermo Electron Corporation 

Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss 

Neubauer Zählkammer Neubauer 

Microplate Reader MR 5000 DYNATECH 

Zentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf 

Spannungsgerät PowerPac Universal TM BIO RAD 

Vortexer Certomat MV B.Braun Biotech International 

pH-Meter inoLab 

Magnetrührer Ikamag RH Jemke&Kunkel, IKA Labortechnik 

Schüttler Rotamax 120  Heidolph 

Waage TE 153S Sartorius 

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf 

Glasplatten Mini Protean 3 System BIO RAD 

Plastikkämme für die Gelherstellung BIO RAD 

Vorrichtung zum Gießen der Gele 

(Casting stand) 

BIO RAD 

Hamilton-Spritze 

 

Hamilton 
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SDS-PAGE-Kammern Mini Protean 3 

electrophoresis system 

BIO RAD 

Transferapparat Trans-Blot Semi-Dry 

Transfer Cell 

BIO RAD 

Filmkassette x-ray cassette 24x30 cm rego 

 

Tab.2: Geräte 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Produkt  Hersteller 

Pipettenspitzen, verschiede Größen Eppendorf 

Pipetten (2ml, 5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt 

Glas Pasteurpipetten Sarstedt 

Zellkulturflaschen (25cm
2
, 75 cm

2
) Sarstedt 

Zellschaber (Cell Scraper) nunc 

Zellkulturschalen nunclon surface (5cm) nunc 

96-Loch-Platte CellStar
 

Greiner bio-one 

Reaktionsgefäße (0,1ml, 0,5ml) safe-lock 

tubes 

Eppendorf 

Reaktionsgefäße (15ml, 30ml) Cellstar Falcon 

Nitrozellulosemembranen Trans-Blot 

Transfer Medium Pure Nitrocellulose 

Membrane 

BIO RAD 

Filterpapier extra thick blot paper BIO RAD 

Röntgenfilm Medical x-ray screen film 

blue sensitive 

CEA 

 

Tab.3: Verbrauchsmaterialien 
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2.1.3 Medien und Reagenzien 

Produkt Firma Funktion 

RPMI 1640 Medium GIBCO  

 

 

Bestandteile des Nährmediums 

(2.1.4) 

 

 

 

 

FBS GIBCO 

Penicillin/Streptomycin GIBCO 

EGF (1µg/ml) Pepro Tech 

FGF (1µg/ml) Pepro Tech 

Gentamycin (10mg/ml) Biochrom 

AG 

Transferrin (10µmol/ml) Sigma 

Insulin (1µg/ml) Sigma 

Trypsin EDTA GIBCO Splitten der Zellen (2.2.1.1) 

Trypanblau 0,4% GIBCO Anfärben der Zellen und 

Überprüfung der Zellviabilität 

17-AAG InvivoGen HSP90-Inhibition 

17-AEP-GA InvivoGen HSP90-Inhibition 

17-DMAG InvivoGen HSP90-Inhibition 

Gemcitabinehydrochlorid Gemzar  Lilly Zellwachstumshemmung 

5-Fluorouracil 5-FU medac medac Zellwachstumshemmung 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 

(99,5%) 

Sigma-

Aldrich 

Organisches Lösungsmittel zum 

Lösen von 17-AAG 

Destilliertes Wasser (aqua ad 

iniectabilia) 

Braun Lösen von 17-AEP-GA und 17-

DMAG 

CellTiter96 AQueous One Solution 

Cell Proliferation Assay 

(MTS und PES) 

Promega Bestimmung der Anzahl 

lebendiger Zellen im MTT-

Versuch (2.2.1.2.4) 

Phosphat-gepufferte Salzlösung 

(PBS) Dilbecco’s phosphate 

buffered saline 

GIBCO Pufferlösung, Waschen der 

Zellen (2.2.2.2) 

EDTA (Versen) GIBCO Lösen der Zellen aus dem 

Zellverband (2.2.2.2) 
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10x Cell Lysis Buffer Cell 

Signaling 

 

Herstellung des Puffers für die 

Zelllyse (2.1.4) 

 

Benzonase Sigma 

Proteaseinhibitor-Tabletten 

Protease Inhibitor Cocktail Tablets 

Roche 

BCA-Reagenz Pierce Microplate 

BCA Protein Assay Kit – Reducing 

Agent Compatible 

PIERCE Proteinnachweis (2.2.2.4) 

30% Acrylamid/Bis 37,5:1 BIO RAD bildet das Gerüst des 

Polyacrylamidgels, 

Gelherstellung (2.1.4) 

Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

BIO RAD Polymerisationskatalysator, 

Gelherstellung (2.1.4) 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) BIO RAD Polymerisationsinitiator, 

Gelherstellung (2.1.4) 

Natriumdodecylsulfat (SDS) BIO RAD denaturierendes, ionisches 

Detergenz, Gelherstellung 

(2.1.4) 

Sammelgelpuffer pH=6,8 BIO RAD Gelherstellung (Sammelgel) 

(2.1.4) 

Trenngelpuffer pH=8,8 BIO RAD Gelherstellung (Trenngel) 

(2.1.4) 

Isopropanol (99,5%) Roth Gelherstellung (2.1.4) 

Laemmli Puffer BIO RAD Ladepuffer (2.2.3.1) 

10x Laufpuffer (Tris/Glycine/SDS 

Buffer) 

BIO RAD Herstellung 1x Laufpuffer 

(2.1.4) 

Proteinstandard Precision Plus 

Protein Standards Dual Color 

BIO RAD Proteinstandard (2.2.3.2) 

Tris (hydroxymethyl)-

aminomethan) Trizma base 

(99,9%) 

 

 

Sigma Puffersubstanz 
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NaCl Sodium chloride, SigmaUltra 

(99,5%) 

Sigma Puffersubstanz 

Glycin Sigma Puffersubstanz 

Tween20 

(Polyoxyethylen 

(20)-sorbitan-monolaurat) 

Serva Herstellung von TBS+1%tween 

(2.1.4) 

Fettfreies Milchpulver blotting 

grade blocker non-fat dry milk 

BIO RAD Herstellung fettfreier Milch 

(2.1.4) 

Natriumnitrit (10%) Serva Hemmer der Atmungskette, 

bewirkt längere Haltbarkeit der 

Antikörper-Mischungen durch 

Abtöten von Mikroorganismen 

(2.1.5) 

Ponceau S 3-Hydroxy-4-((2-sulfo-

4- ((4-sulfophenyl)azo)phenyl)azo)- 

2,7-naphthalindisulfonsäure 

(0,2% in 3% TCA) 

Serva Anfärben der Proteine (2.2.4.2) 

Substrat Super Signal West Dura 

Extended Duration Substrate 

PIERCE Antikörper-Detektion (2.2.5.1) 

 

Tab.4: Medien und Reagenzien 

 

2.1.4 Selbst hergestellte Medien, Puffer und Lösungen 

Produkt Herstellung  Verwendung 

Nährmedium für die 

Zelllinien 5061, 5072 und 

5156 

500ml RPMI 1640 Medium 

50ml FBS 

5ml Penicillin/Streptomycin 

2,5ml Transferrin 

5ml EGF 

5ml FGF 

5ml Insulin 

5ml Gentamycin 

 

Zellkultur (2.2.1.1) 
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Nährmedium für die 

Zelllinie L.3.6pl 

500ml RPMI 1640 Medium 

50ml FBS 

5ml Penicillin/Streptomycin 

5ml Gentamycin 

 

Zellkultur (2.2.1.1) 

Puffer für die Zelllyse 3,6ml Cell Lysis Buffer, 

12µl Benzonase,  

150µl 25x Protease Inhibitor 

(eine Protease Inhibitor Tablet 

in 2ml destilliertes Wasser) 

Zelllyse (2.2.2.3) 

10% SDS 10g SDS 

90ml Wasser 

Herstellung der Gele 

10% APS 1,5g APS 

15ml Wasser 

Herstellung der Gele 

10x TBS 303g Tris 

438g NaCl 

5L Wasser 

mit 25% Salzsäure pH 

adjustieren bis pH=7,5 

Herstellung von 1x 

TBS 

1x TBS 100ml 10x TBS 

900ml Wasser 

Waschen der 

Membranen (2.2.5.1; 

2.2.4.2) 

TBS + 1%tween 100ml 10x TBS 

900ml Wasser 

1ml tween 20 

Waschen und Lagern 

der Membranen 

(2.2.5.1; 2.2.4.2) 

1x Laufpuffer 100ml 10x Laufpuffer 

900ml Wasser 

Gelelektrophorese 

(2.2.3.2) 

10x Transferpuffer 29,3g Glycin 

58,2g Tris 

37ml SDS 

1L Wasser 

 

 

Herstellung von 1x 

Transferpuffer 
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1x Transferpuffer 100ml 10x Transferpuffer 

300ml Wasser 

200ml Methanol 

400ml Wasser 

Transfer (2.2.4.2) 

5% fettfreie Milch 10g fettfreies Milchpulver 

(Non Fat Dry Milk) 

200ml TBS 

Blocken der 

Membranen (2.2.4.3) 

Polyacrylamidgel, 12% 

(4x) 

13,6ml H2O 

16ml 30% Acrylamid/Bis 

10ml 1,5M Puffer pH8,8 

0,4ml 10% SDS 

200µl APS 

20µl TEMED 

Gelelektrophorese 

(2.2.3.2) 

Polyacrylamidgel, 5% (4x) 11,4ml H2O 

3,4ml 30% Acrylamid/Bis 

5ml 0,5M Puffer pH 6,8 

0,2ml 10% SDS 

100µl APS 

20µl TEMED 

Gelelektrophorese 

(2.2.3.2) 

 

Tab.5: selbst hergestellte Medien, Puffer und Lösungen 

 

2.1.5 Antikörper 

Antikörper Quelle Molekulares 

Gewicht 

Verdünnung Firma 

EGF Rezeptor 

Antikörper 

polyklonal 

Kaninchen 170 kDa 1:1000 Cell Signaling 

IGF-I Rezeptor ß 

Antikörper 

polyklonal 

 

 

Kaninchen 95 kDa 1:1000 Cell Signaling 
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p44/42 MAPK 

(Erk1/2) Antikörper 

polyklonal 

Kaninchen Doppelbande 

(42 und 44 

kDa) 

1:1000 Cell Signaling 

Akt Antikörper 

polyklonal 

Kaninchen 60 kDa 1:1000 Cell Signaling 

Cleaved Caspase-3 

Antikörper 

Polyclonal 

Kaninchen Doppelbande 

(17 und 19 

kDa) 

1:1000 Cell Signaling 

Cleaved PARP 

Antikörper 

polyklonal 

Kaninchen 89 kDa 1:1000 Cell Signaling 

HSP90 Antikörper 

monoklonal 

Maus 90 kDa 1:1000 Stressgen 

HSP70 Antikörper 

monoklonal 

Maus 70 kDa 1:1000 Stressgen 

 

HSP27 Antikörper 

monoklonal 

Maus 27 kDa 1:1000 Cell Signaling 

Anti-ß-Actin 

monoklonal 

Maus 42 kDa 1:2000 Sigma 

Anti-mouse IgG Ziege  1:20 000 Sigma 

Anti-rabbit IgG Ziege  1:20 000 Sigma 

 

Tab.6: Antikörper 

 

Die Lagerung der Antikörper erfolgte bei -20°C. Vor Anwendung wurden sie in 2,5%iger 

Milch gelöst. 

Bereits verdünnte Antikörper wurden mehrmals benutzt und bei +4°C gelagert. Nach der 

ersten Verwendung wurde Natriumnitrit (10%) im Verhältnis 1:1000 hinzugefügt, um ein 

Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern. Dabei sorgt Natriumnitrit, ähnlich wie 

auch Kohlenstoffmonoxid, über eine irreversible Blockade der Sauerstoffbindungsstelle 

der Cytochrom-c-Oxidase für eine Störung des Elektronentransports in der Atmungskette. 
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2.1.6 Untersuchungsmaterial 

Es wurden vier primäre Zelllinien untersucht, die aus Tumorgewebe von 

Adenokarzinomen des Pankreas etabliert wurden.  

Die Zelllinien 5061, 5072 und 5156 stammen von Patienten, die in der Allgemein-, 

Viszeral- und Thoraxchirurgie des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf operiert 

wurden. L.3.6pl ist eine sekundäre Zelllinie aus einem orthotopen Maus-Xenograft-

Modell, die freundlicherweise von Dr. Bruns aus der Universität München zur Verfügung 

gestellt wurde.  

Alle Zelllinien wuchsen in speziellen Nährmedien (Herstellung siehe 2.1.4) im 

Wärmeschrank bei 37°C und 5% CO2. 

 

2.1.7 HSP90-Inhibitoren 

Die in Pulverform gelieferten Geldanamycin-Derivate 17-AAG, 17-AEP-GA und 17-

DMAG wurden in Dimethylsulfoxid (17-AAG) beziehungsweise destilliertem Wasser (17-

AEP-GA und 17-DMAG) gelöst und auf eine Konzentration von 1mM verdünnt. Um ein 

die Wirksamkeit beeinträchtigendes häufiges Auftauen und wieder Einfrieren zu 

vermeiden, wurde die HSP90-Inhibitor-Lösung zu je 100µl in 0,5ml Reaktionsgefäße 

aliquotiert und bei -20°C im Gefrierschrank gelagert, sodass die jeweils erforderliche 

Menge bei Bedarf aufgetaut werden konnte. 

 

2.1.8 Gemcitabine und 5-Fluorouracil 

Gemcitabine und 5-FU wurden in destilliertem Wasser gelöst und zu einer Konzentration 

von 1mM verdünnt. Ebenso wie die HSP90-Inhibitoren wurden Gemcitabine und 5-FU zu 

je 100µl aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Kultivierung der Zellen 

Die adhäsiv wachsenden Zelllinien wurden in regelmäßigen Abständen unter dem 

Mikroskop beurteilt, sodass bei Erreichen der Konfluenz eine Passagierung stattfinden 

konnte. Zur Vereinzelung der Zellen erfolgte zunächst eine fünfminütige Inkubation mit 

2ml Trypsin-EDTA bei 37°C. Trypsin spaltet extrazelluläre Proteine und erreicht somit ein 

schonendes Andauen der zellulären Gewebematrix, ohne die Zelloberfläche oder die 

Interzellularstruktur irreversibel zu schädigen.  

Lösten sich die Zellen anschließend nicht vom Boden der Zellkulturflasche, wurden sie 

entweder für weitere 5 Minuten im Wärmeschrank belassen oder mittels Zellschaber 

mechanisch gelöst. Nach mehrmaligem Spülen mit 5ml Nährmedium wurde die so 

erhaltene Zellsuspension auf neue Kulturflaschen aufgeteilt. Zumeist erfolgte dies im 

Verhältnis 1:2, bei schneller proliferierenden Zellen (5156 und L.3.6pl) auch im Verhältnis 

1:3. 

Das in dem Medium enthaltene fetale Rinderserum bewirkt eine Inaktivierung des 

Trypsins, sodass dies den Zellverbund nicht mehr angreifen konnte.  

 

2.2.1.2 MTT-Test 

Der MTT-Test dient der kolorimetrischen Bestimmung der Zellzahl und -vitalität. Hierfür 

werden Zellen mit Reagenzien versetzt, deren Farbumschlag das Vorhandensein lebender 

Zellen beweist. Durch eine anschließende Absorptionsmessung wird ein Wert ermittelt, der 

sich proportional zur Zellzahl verhält. In dieser Arbeit wurde der MTT-Test zum Nachweis 

der zytotoxischen Wirkung der HSP90-Inhibitoren genutzt. 

 

2.2.1.2.1 Zellvereinzelung und Quantifizierung 

Das Trypsinisieren der Zellen erfolgte wie unter 2.2.1.1 beschrieben. Mit 5ml Nährmedium 

wurden die Zellen aus den Flaschen herausgespült und in ein Reaktionsgefäß gefüllt. 100µl 

der so erhaltenen Zellsuspension wurden mit 100µl Farbstoff (Trypanblau 0,4%) 

vermischt. Von dieser Lösung wurden wiederum 100µl auf eine Neubauer Zählkammer 

gegeben. Dies ist ein spezieller Objektträger, in dessen Mittelfläche quadratische Felder 

definierter Größe eingelassen sind (Zählfläche). Das Deckglas, ein dünnes Glasplättchen, 

wird auf den seitlich der Zählfläche vorhandenen Auflagen platziert, die um einen 
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bestimmten Betrag (bei der in dieser Arbeit verwendeten Zählkammer: 0,1mm) erhöht 

sind. Dadurch wird ein Raum mit definiertem Volumen geschaffen. Die auszuzählende 

Zellsuspension wird seitlich aufpipettiert, saugt sich durch Kapillarkraft in den 

Zwischenraum und verteilt sich in einer Schicht mit genau bekannter Dicke. Da nur die 

Membran avitaler Zellen für Trypanblau durchlässig ist und sich diese somit isoliert blau 

anfärben lassen, konnte nun die Anzahl vitaler, nicht angefärbter Zellen bestimmt werden. 

Nach Auszählung der auf den Zählfeldern liegenden lebendigen Zellen unter dem 

Lichtmikroskop ließ sich deren Anzahl pro Volumeneinheit errechnen. 

Aus der Summe von vier ausgezählten Großquadraten wurde ein Mittelwert gebildet. Um 

die Zellzahl pro Volumeneinheit zu berechnen, wird dieser mit einem entsprechenden 

Faktor (Kehrwert des Produkts aus Quadratfläche und Kammerhöhe) multipliziert. 

Damit war es möglich, die Zellen so zu verdünnen, dass die gewünschte Zelldichte erreicht 

wurde. Für die MTT-Tests wurde eine Konzentration von 50x10
3
 Zellen/ml verwendet. 

 

2.2.1.2.2 Zellproliferationsmessung 

Zur Bestimmung der Dauer eines Zellzyklus wurden Zellen in unterschiedlicher Dichte auf 

einer 96-well Platte ausgesät und eine Wachstumsmessung nach 6 verschiedenen 

Zeitpunkten durchgeführt (0, 24, 48, 72, 96, 120 und 144 Stunden).  

 

2.2.1.2.3 Addition von Gemcitabine, 5-FU und den HSP90-Inhibitoren 

Die Zellsuspension wurde auf die gewünschte Anzahl von Mikrotiterplatten mit 96 

Kavitäten pipettiert, wobei pro Kavität jeweils 100µl verwendet wurden. Damit bei der 

späteren Messung eine Subtraktion der Hintergrundabsorption erfolgen konnte, wurde eine 

Kavität nur mit zellfreiem Nährmedium befüllt. 

Anschließend wurden die Platten für 24 Stunden im Wärmeschrank gelagert, um ein 

Anwachsen der Zellen zu ermöglichen.  

Für 17-AAG, 17-AEP-GA und 17-DMAG wurden Konzentrationen von 0,1µM bis 1µM 

verwendet, die durch unterschiedlich starkes Verdünnen der HSP90-Inhibitoren mit 

Nährmedium erreicht wurden.  

Gemcitabine und 5-FU wurden in Konzentrationen von 0,05µM bis 5µM genutzt. 

Vor Addition der jeweiligen zu testenden Medikamente auf die restlichen Mikrotiterplatten 

wurde der Nullpunkt ermittelt. Dies ermöglichte das Bestimmen eines Ausgangswerts, 

damit bei nachfolgenden Messungen ein Wachstum oder eine Reduktion der Zellzahl (als 

http://de.wikipedia.org/wiki/Suspension_%28Chemie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Pipette
http://de.wikipedia.org/wiki/Kapillarkraft
http://de.wikipedia.org/wiki/Lichtmikroskop
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Hinweis auf einen Fehler im Versuch) in den unbehandelten Kavitäten festgestellt werden 

konnte.  

Anschließend wurde das Medium aus den mit Zellen gefüllten Kavitäten der 

Mikrotiterplatte abgesaugt und die HSP90-Inhibitoren- beziehungsweise Gemcitabine-oder 

5-FU-Mischung in aufsteigenden Konzentrationen hinzugefügt. Eine Reihe wurde nur mit 

Medium gefüllt und diente als Kontrolle. 

Bei dem nicht-wasserlöslichen 17-AAG wurde das für die Kontrolle verwendete Medium 

zuvor mit 0,5% DMSO versetzt, um auszuschließen, dass die Wachstumsreduktion allein 

aufgrund der Zytotoxizität des Lösungsmittels erfolgte.  

Die Platten wurden bis zum Zeitpunkt der Messung (nach 48, 72 oder 96 Stunden, 

abhängig von der Zellverdoppelungszeit der einzelnen Zelllinien) im Wärmeschrank 

belassen. 

 

2.2.1.2.4 Messung der Zellviabilität 

Die Geldanamycin-Derivate 17-AAG, 17-AEP-GA und 17-DMAG sowie Gemcitabine 

wurden hinsichtlich ihrer wachstumshemmenden Wirkung mittels MTT-Test überprüft.  

Je 20µl Reagenz (CellTiter96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay), bestehend 

aus MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium) und PES (phenazine ethosulfate), wurden in jede mit Zellen gefüllte 

Kavität pipettiert. Eine nur mit 100µl zellfreiem Medium gefüllte Kavität wurde ebenfalls 

mit 20µl Reagenz versetzt, um später die Hintergrundabsorption subtrahieren zu können. 

Die zu messende Platte wurde im Anschluss zurück in den Wärmeschrank gelegt. Nach 

zwei Stunden erfolgte die Absorptionsmessung auf einem Microplate Reader bei 490nm. 

Lebende Zellen reduzieren das Tetrazoliumsalz MTS mit Hilfe des von Dehydrogenase-

Enzymen des Endoplasmatischen Retikulums produzierten NADPH/NADH zu dem 

wasserunlöslichen violetten Formazan. Die Menge des umgesetzen Farbstoffs, dessen 

Absorptionspitze bei 490nm liegt, korreliert daher mit der Glykolyserate der Zellen.  

 

2.2.1.2.5 Statistische Analyse 

Mit dem Programm Mikro Win 2000 wurden am Microplate Reader die Werte des MTT-

Tests ermittelt. 

Aus je vier Kavitäten mit gleicher Medikamentenkonzentration wurde ein Mittelwert 

errechnet, um Pipettierfehler auszugleichen. Der Leerwert (die nur mit Medium gefüllte 

Kavität) wurde von den restlichen Beträgen subtrahiert, um eine durch chemische 
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Interferenz von Bestandteilen des Nährmediums erzeugte Hintergrundabsorption zu 

korrigieren.  

Die so erhaltenen absoluten Werte sind direkt proportional zu der Anzahl lebender Zellen.  

Durch eine multifaktorielle Varianzanalyse wurde die statistische Signifikanz der 

Ergebnisse bewiesen, wobei die Einflüsse der Medikamente, der Konzentration und der 

Messung berücksichtigt wurden. 

Zudem wurde die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) mit dem Rechenprogramm 

„R“ berechnet. 

Für jede Zelllinie, jeden Messzeitpunkt und jedes Medikament wurden mindestens drei 

voneinander unabhängige Versuche durchgeführt, um eine Reproduzierbarkeit der 

Experimente zu gewährleisten. 

 

2.2.2 Proteinquantifizierung 

2.2.2.1 Vorbehandlung der Zellen 

Die Zellen wurden mit einer Konzentration von 0,4x10
6
/ml in Zellkulturschalen mit 5cm 

Durchmesser pipettiert. Nach 24 Stunden wurde die Konfluenz der Zellen überprüft und 

die jeweiligen Inhibitoren hinzugefügt:  

 Unbehandeltes Nährmedium als Nullprobe 

 17-AAG (in den Konzentrationen 1µM und 5µM),  

 17-DMAG (in den Konzentrationen 1µM und 5µM),  

 Gemcitabine (in den Konzentrationen 1µM und 10µM),  

 sowie eine Kombination aus 17-DMAG und Gemcitabine  

(jeweils 1µM 17-DMAG versetzt mit 1µM bzw. 10µM Gemcitabine). 

Die Zellen wurden für weitere 48 Stunden im Wärmeschrank belassen. 

 

2.2.2.2 Zellvereinzelung 

Nach Absaugen des Nährmediums wurden die Zellen zweimalig mit je 2ml Phosphat-

gepufferter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen. PBS ist eine balancierte Salz-Lösung, die 

zum Spülen oder Verdünnen verwendet wird und dabei die Aufrechterhaltung der intra- 

und extrazellulären osmotischen Balance ermöglicht.  

Anschließend wurde 1ml EDTA Versen hinzugegeben und die Zellkulturschale 5-10 

Minuten auf Eis inkubiert. Mit Hilfe von EDTA können einzelne Zellen aus einem 

Zellverbund isoliert werden, indem die Gewebematrix schonend aufgelöst wird. 
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Nachfolgend wurden die Zellen mit dem Zellschaber mechanisch gelöst und die so 

entstandene Zellsuspension in 1,5ml Reaktionsgefäße pipettiert. Diese lagerten auf Eis, bis 

alle Kulturschalen bearbeitet waren. 

Nach Zentrifugation bei 4°C und 5000 rpm für 5 Minuten konnte der Überstand aus den 

Reaktionsgefäßen abgesaugt werden. Das darin verbleibende Zellpellet wurde in Stickstoff 

gefroren. 

 

2.2.2.3 Zelllyse 

In jedes Reaktionsgefäß wurde 100µl Puffer (Herstellung siehe 2.1.4) gegeben, 

zusammengesetzt aus Proteaseinhibitoren, Benzonase und Zelllysis-Puffer.  

Durch die Proteaseinhibitoren konnte eine Lyse der Zellen mit gleichzeitigem Schutz der 

extrahierten Proteine vor verschiedenen Proteasen erzielt werden. Die Benzonase ist eine 

Endonuklease, die spezifisch Nukleinsäuren verdaut, sodass eine Entfernung von DNA und 

RNA aus den Proben erreicht wurde. Der Zelllysis-Puffer sorgte dafür, dass die Lyse unter 

nicht-denaturierenden Bedingungen erfolgte. 

Die Reaktionsgefäße wurden sorgfältig gemischt und 20 Minuten auf Eis gelagert. Nach 5-

minütiger Zentrifugation bei 8000 rpm wurde der dabei entstandene, Protein enthaltende 

Überstand in neue Reaktionsgefäße pipettiert. Bis sie benötigt wurden, konnten die so 

erhaltenen Proteinlysate bei -80°C gelagert werden. Der abgesetzte Rückstand in den 

Reaktionsgefäßen stellt Überreste der Zellmembranen dar und wurde verworfen.  

 

2.2.2.4 Messung der Proteinkonzentration 

Die quantitative Proteinbestimmung mittels BCA-Reaktion nutzt die Biuret-Reaktion 

kombiniert mit einer Bicinchoninsäure (2,2′-Bichinolin-4,4′-dicarbonsäure)-Reaktion zum 

kolorimetrischen Proteinnachweis.  

In alkalischen wässrigen Lösungen erfolgt eine durch Peptide verursachte Reduktion des 

Cu
2+

-Ions zu Cu
1+

 mit anschließender Bildung eines grünlich gefärbten Chelatkomplexes 

aus Peptiden und Cu
1+

 (Biuret-Reaktion). Bicinchoninsäure (BCA) verdrängt die schwach 

gebundenen Peptide aus dem Chelatkomplex mit dem reduzierten Cu
1+

-Ion und bildet 

selbst eine Komplexverbindung mit dem Kupfer, die einen Farbumschlag ins Violette 

erzeugt und eine starke lineare Absorption bei 562nm mit steigenden 

Proteinkonzentrationen zeigt. Die Absorption kann auch bei jeder anderen Wellenlänge 

zwischen 550nm und 570nm mit nur minimalem Signalverlust detektiert werden. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Chinolin
http://de.wikipedia.org/wiki/Dicarbons%C3%A4uren
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Im Gegensatz zu anderen quantitativen Methoden zur Proteinmessung ist die BCA-

Methode auch in Proben möglich, die bis zu 5% Lösungsmittel enthalten. 

 

Es wurden Proteinstandards mit Rinderserumalbumin in Konzentrationen von 125µg/ml 

bis 2000µg/ml nach Herstelleranweisung (Pierce Microplate BCA Protein Assay Kit) 

vorbereitet und 25µl jeder Konzentration in je eine Kavität einer Mikrotiterplatte pipettiert. 

25µl einer Suspension aus 6µl von jeder Proteinprobe und 54µl destilliertem Wasser 

wurden ebenfalls in je eine Kavität der Mikrotiterplatte gefüllt.  

Das BCA-Reagenz bestand aus zwei Bestandteilen, die im Verhältnis 50:1 gemischt 

wurden. 

Zu jeder mit Probe oder Standard befüllten Kavität wurden 200µl Reagenz hinzugegeben. 

Im Anschluss wurde die Mikrotiterplatte bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Nach 

Abkühlen auf Raumtemperatur erfolgte die Messung der Absorption im Microplate Reader 

bei 562nm. Je nach Proteinmenge zeigte sich ein mehr oder weniger stark ausgeprägter 

Farbumschlag von grün zu violett. Mit Hilfe der Standards konnte die Proteinmenge mit 

dem Absorptionswert korreliert und anhand einer aus den Standards erstellten Geraden der 

jeweilige Proteinbetrag in den verschiedenen Proben errechnet werden. Somit konnte das 

für die SDS-PAGE (= sodium dodecyl sulfate poly acrylamide gel electrophoresis) 

erforderliche, jeweils 30µg Protein enthaltende Volumen der unterschiedlichen Proben 

kalkuliert werden. 

 

2.2.3 Protein-Gelelektrophorese 

Eine Gelelektrophorese dient der Auftrennung von geladenen Partikeln nach Größe und 

Ladung im elektrischen Feld. Die Matrix des Gels besteht aus Agarose oder, wie in dieser 

Arbeit, aus polymerisiertem Acrylamid, welches ein engmaschiges Netz bildet, durch 

dessen Poren die aufzutrennende Substanz wandert.  

Die hier verwendete SDS-PAGE ist eine Variante der Gelelektrophorese, bei der Proteine 

lediglich nach ihrer Größe aufgetrennt werden. 

 

2.2.3.1 Probenvorbereitung 

Das jeweils 30µg Protein enthaltende Volumen der Proteinlysat-Proben wurde in 0,5ml 

Reaktionsgefäße pipettiert.  

Um während der Elektrophorese nach Größe aufgetrennt werden zu können, müssen die 

Proteine in ihrer Primärstruktur vorliegen. Zu diesem Zweck wurde jedes Röhrchen mit 
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Laemmli Puffer, bestehend aus Beta-2-Mercaptoethanol, Sodiumdodecylsulfat (SDS), 

Bromphenolblau und Glycerol, im Verhältnis Probe:Puffer = 1:1 versetzt und 5 Minuten 

lang bei 99°C gemischt.  

Anschließend wurden die Proben 5 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert. 

Beta-2-Mercaptoethanol ist eine reduzierende Thiolverbindung, die eine irreversible 

Spaltung der Disulfidbrücken zwischen den Cystein-Resten, welche die Tertiärstruktur des 

Proteins stabilisieren, bewirkt.  

SDS führt zu einer Denaturierung der Proteine. Quartär-, Tertiär- und Sekundärstruktur 

werden durch Spaltung von Wasserstoffbrücken aufgelöst. Anschließend lagern sich SDS-

Ionen an das Protein, was in der Ausbildung von Protein-SDS-Komplexen resultiert, die 

eine konstante Ladung pro Masse aufweisen. Da nun alle Proteine negativ geladen sind, 

wandern sie durch das Polyacrylamid-Netz zur positiv geladenen Elektrode. Sie erfahren 

demnach alle dieselbe Beschleunigung, werden jedoch durch die Poren des Gels 

größenabhängig gebremst. Somit erfolgt die Auftrennung lediglich nach Molekülradius 

und nicht mehr in Abhängigkeit von der Ladung.  

Ein Anfärben der Proben mit Bromphenolblau erleichtert das Befüllen der Taschen und 

lässt während der Elektrophorese die bereits zurückgelegte Distanz erkennen. Aufgrund 

des geringen Molekulargewichtes wandert es ganz vorn und zeigt somit die Lauffront an. 

Durch Glycerol wird eine Gewichtszunahme der Proben erreicht, die dadurch beim 

Einfüllen zum Boden der Taschen sinken und nicht in den Puffer diffundieren. 

Pro Gel wurde ein Reaktionsgefäß mit 7µl Proteinstandard als molekularer Marker 

vorbereitet.  

 

2.2.3.2 SDS-PAGE   

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden Gele aus Acrylamid, N,N’-methylen-

bisacrylamid, Ammoniumperoxidsulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) 

hergestellt (siehe 2.1.4). Die Addition von TEMED löst eine radikalische Reaktion aus, bei 

der ein vernetztes Polymer gebildet wird, dessen Vernetzungsgrad und damit die 

Porengröße von der jeweiligen Acrylamid-Konzentration abhängt. 

Als Sammelgel wurde ein 5%iges Acrylamid-Gel mit Sammelgelpuffer (pH=6,8) 

verwendet. Das Trenngel enthielt 12% Acrylamid und einen höher konzentrierten Puffer 

(pH=8,8).  

Aufgrund der verschiedenen pH-Werte der verwendeten Puffer und der unterschiedlichen 

Porengröße von Sammel- und Trenngel wird diese Methode als diskontinuierlich 
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bezeichnet. Ein großer Vorteil der diskontinuierlichen Gelelektrophorese ist das Resultat 

von schärferen Banden. 

Zuerst wurde das 12%ige Gel zwischen die Glasplatten gegossen. Um eine ebene 

Oberfläche zu erhalten, wurde es direkt nach dem Einfüllen mit Isopropanol überschichtet. 

Nach abgeschlossener Polymerisierung und Abgießen des Isopropanols erfolgte das 

Auffüllen des verbleibenden Platzes mit 5%igem Gel. Um Taschen zum Einfüllen der 

einzelnen Proben zu erzeugen wurden Plastikkämme eingesetzt.  

Nach dem Auspolymerisieren konnten die Gele in feuchte Tücher eingeschlagen im 

Kühlschrank bei +4°C für einige Tage gelagert oder direkt weiterverwendet werden.  

Um die Gele mit den Proben zu beladen, wurden die Kämme entfernt und die Taschen 

anschließend mit destilliertem Wasser gewaschen.  

Die Gele wurden in die Elektrophorese-Kammern eingesetzt und letztere mit Laufpuffer 

aufgefüllt (Herstellung siehe 2.1.4). Anschließend wurden die vorbereiteten Proben mit 

einer Hamilton-Spritze in die Taschen der Gele überführt. Der molekulare Marker wurde 

jeweils in eine Tasche pro Gel appliziert. Nach Anlegen einer elektrischen Spannung von 

100 Volt erfolgte die Auftrennung der Proteine ungefähr zwei Stunden lang, bis die 

Lauffront am Ende des Gels angekommen war.  

Das Sammelgel erzielt die Bildung von schärferen Banden der Proteinproben vor Eintreten 

in das Trenngel. Dazu wird ein als Isotachophorese bekanntes Phänomen genutzt. Durch 

den niedrigeren Acrylamid-Gehalt ist das Sammelgel großporig, sodass sich die Proteine 

relativ frei im elektrischen Feld bewegen können. Die scharfen Banden entstehen aufgrund 

der unterschiedlichen elektrophoretischen Beweglichkeit von Glycin und Chlorid-Ionen. 

Glycin wandert langsamer als die Protein-SDS-Komplexe, die ihrerseits wiederum 

langsamer als die Chlorid-Ionen wandern. Daher bilden sich Proteinstapel infolge der 

Potentialdifferenz zwischen den Lauffronten der beiden im Puffer enthaltenen Ionen aus, 

die alle mit der gleichen Geschwindigkeit wandern.  

Bei Erreichen des Trenngels ändert sich der pH-Wert und die Porengröße des 

Polyacrylamid-Netzes verfeinert sich. Die Proteine sammeln sich aufgrund des erhöhten 

Widerstandes zunächst am Übergang zwischen den Gelen, um dann beim Durchwandern 

des Trenngels nach Molekulargewicht separiert zu werden. Durch den veränderten pH-

Wert wird das Glycin ionisiert und seine Wanderungsgeschwindigkeit nimmt zu. Somit 

löst sich die zwischen Glycinat und Chlorid entstandene Potentialdifferenz auf und die 

Proteine beginnen, sich nach ihrer Größe zu trennen. Dabei wandern kleine Proteine 

schneller als große. 
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Der Marker erzeugt Banden von bekanntem Molekulargewicht, die farbig sichtbar werden 

und mit deren Hilfe die aufgetrennten Proteine, deren Molekulargewicht bekannt ist, 

identifiziert werden können.  

 

2.2.4 Transfer von immobilisierten Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran 

(Western Blot) 

Der Western Blot ermöglicht eine Fixierung der nach Größe aufgetrennten Polypeptide auf 

einer Nitrozellulosemembran zum anschließenden Nachweis spezifischer Proteine mittels 

fluoreszierenden Antikörpern. 

 

2.2.4.1 Vorbereitung der Gele 

Die Gele wurden aus den Glasplatten gelöst und für 10 Minuten in Transferpuffer 

(Herstellung siehe 2.1.4) eingelegt, ebenso wie das Filterpapier und die 

Nitrozellulosemembranen.  

 

2.2.4.2 Transfer 

Im Transferapparat wurden je eine Membran und ein Gel zwischen Filterpapier platziert. 

Nach Befeuchten mit Transferpuffer wurden Luftbläschen zwischen den Schichten mit 

einer Pipette ausgerollt. 

Der Transfer fand 10 Minuten bei 10 Volt und 1 Stunde 30 Minuten bei 20 Volt statt. 

Durch Anlegen eines elektrischen Feldes, das senkrecht zum Gel steht, migrieren die 

Proteine aus dem Gel auf die Nitrozellulosemembran, wo sie durch Ausbildung von 

hydrophoben Wechselwirkungen und Wasserstoffbrücken immobilisiert werden und dort 

für die Immundetektion mittels spezifischer Antikörper verfügbar sind. 

Der erfolgreiche und gleichmäßige Transfer wurde überprüft, indem die Proteinbanden mit 

Ponceau S (3-Hydroxy-4-((2-sulfo-4-((4-sulfophenyl)azo)phenyl)azo)-2,7-naphthalin-

disulfonsäure) angefärbt wurden. Der rote Azofarbstoff bindet reversibel an die positiv 

geladenen Aminogruppen der Proteine und kann im Anschluss leicht mit TBS+0,1%tween 

wieder ausgewaschen werden. 

 

2.2.4.3 Blocken der Membranen 

Um eine unspezifische Interferenz der Membran mit dem Antikörper zu vermeiden, 

wurden die Membranen zwei Stunden lang mit 5%iger fettfreier Milch (Herstellung siehe 

2.1.4) geblockt. Verbleibende unbesetzte Proteinbindungsstellen auf der Membran werden 

http://de.wikipedia.org/wiki/Aminogruppe
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hierbei von dem in der Milch enthaltenen Protein gebunden, sodass der Antikörper nur an 

seinem Zielprotein und nicht unspezifisch an der Membran binden kann. Somit wird ein 

störendes Hintergrundsignal minimiert, was präzisere Ergebnisse ermöglicht. 

 

2.2.5 Immunologischer Proteinnachweis 

2.2.5.1 Applikation der Antikörper 

Zur Detektion der gesuchten Proteine wurden die jeweiligen primären Antikörper in einer 

Lösung aus 2,5%iger Milch auf die Membranen appliziert und inkubierten unter Schütteln 

über Nacht bei 4°C.  

Anschließend wurde nicht gebundener Primärantikörper durch Waschen mit 

TBS+0,1%tween (Herstellung siehe 2.1.4) entfernt und der sekundäre Antikörper im 

Verhältnis 1:20 000 auf die Membran gegeben. Dieser ist gegen den Fc-Bereich des 

Primärantikörpers gerichtet und selbst an ein Enzym (Meerrettich-Peroxidase) gekoppelt, 

das Lumineszenz produzieren kann. Je nachdem, welcher Primärantikörper verwendet 

wurde, war der Sekundärantikörper entweder gegen Maus- oder Kaninchen-IgG gerichtet. 

Nach zwei Stunden wurde überschüssiger Antikörper erneut abgewaschen und ein 

chemolumineszentes Substrat (SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate) auf 

die Membranen gegeben. Dieses konnte an die Meerrettich-Peroxidase binden, die 

ihrerseits an den Sekundärantikörper konjugiert war, sodass Chemolumineszenz erzeugt 

wurde. Das Substrat wurde eine Minute lang auf den Membranen belassen und 

anschließend entfernt. 

 

2.2.5.2 Detektion 

In der Dunkelkammer wurde der Röntgenfilm auf die in Plastikfolie eingeschlagenen 

Membranen gelegt und anschließend entwickelt. Die Belichtungszeit des Films variierte in 

Abhängigkeit von den verwendeten Antikörpern stark und musste an die jeweilige 

Intensität der Lumineszenzemission angepasst werden. In den meisten Fällen wurde zuerst 

eine Expositionszeit von einer Minute gewählt und nach dem Entwickeln die Qualität des 

Films beurteilt. Je nach Stärke des Signals wurde entschieden, ob die Exposition verkürzt 

oder verlängert werden musste. 

Nach Entwicklung des Films wurde der Proteinmarker übertragen. Somit konnten die 

Proteinbanden einem spezifischen Gewicht zugeordnet werden. 

Mit einem Antikörper gegen Aktin, einem Strukturprotein, wurde eine Ladekontrolle 

durchgeführt. Als Bestandteil des Zytoskeletts in allen eukaryotischen Zellen sollte die 
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Menge an Aktin zwischen den unterschiedlichen Proben nicht variieren. Ein gleichmäßiges 

Aktin-Signal zeigte somit, dass identische Mengen an Protein aufgetrennt und analysiert 

worden waren. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Zellproliferationsmessung 

3.1.1 Zellverdoppelungszeit  

Aufgrund ihres Wirkmechanismus mit Angriffspunkt von Gemcitabine und 5-FU während 

der DNA-Replikation beziehungsweise von den HSP90-Inhibitoren bei der 

posttranslationalen Faltung von Proteinen können die in dieser Arbeit verwendeten 

Medikamente nur bei proliferierenden Zellen angreifen.  

Um einen optimalen antiproliferativen Effekt zu erzielen und jede der nicht synchronisiert 

wachsenden Zellen zu erreichen, sollte die Expositionszeit der Medikamente mindestens 

der Dauer eines Zellzyklus entsprechen. 

 

In den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen wurden unterschiedlich schnell 

proliferierende Zellen beobachtet (Abb.18).  

Die Zelllinien 5061 und 5072 wiesen eine Duplikationszeit zwischen 72 und 96 Stunden 

auf, sodass eine Einwirkzeit der Medikamente von 96 Stunden gewählt wurde.  

Die Zelllinien 5156 und L.3.6pl verdoppelten sich nach 48 bis 72 Stunden. Daher wurde 

eine Expositionszeit von 72 Stunden festgelegt. 

 

Da das optimale Zellwachstum auch von der Zellkonzentration abhängt und es sowohl 

durch eine zu geringe als auch eine zu hohe Zelldichte zum spontanen Zelltod kommen 

kann, wurden Versuche mit unterschiedlichen Konzentrationen durchgeführt. Hier zeigte 

sich das beste Wachstum bei 1000-2000 Zellen pro Kavität, entsprechend einer 

Zellkonzentration von 10-20x10
3
/ml (Abb.18). Aufgrund der in unseren Versuchen 

erwarteten Wachstumshemmung nach Addition der Medikamente wurde letztendlich eine 

Zellkonzentration von 50x10
3
/ml ausgewählt. 
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Abb.18: Prozentualer Anteil an vitalen Zellen der Zelllinien a) 5061, b) 5156, c) 5072 und d) L.3.6pl 

gemessen nach 24, 48, 72 und 96 Stunden bei unterschiedlichen Zellkonzentrationen von 1000/Kavität, 

2000/Kavität und 5000/Kavität 
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3.1.2 Zellproliferationshemmung durch Gemcitabine und 5-Fluorouracil  

Die vier Zelllinien reagierten mit unterschiedlicher Sensitivität auf eine Behandlung mit 

Gemcitabine und 5-FU (Abb.19).  

Die Zelllinien 5061 und insbesondere 5072 waren nahezu vollständig resistent gegen beide 

Chemotherapeutika, sodass selbst bei Verabreichung von hohen Dosierungen der 

Medikamente keine relevante Wachstumshemmung der Zellen erreicht werden konnte 

(Abb.19a und 19c).  

5156 dagegen reagierte empfindlicher auf die Exposition mit Gemcitabine. Der IC50 lag bei 

0,2µM, allerdings erfolgte auch bei weiterer Dosissteigerung keine stärkere Reduktion des 

Zellwachstums. Im Gegensatz dazu konnte jedoch nach Behandlung mit 5-FU auch in 

hohen Dosen lediglich eine Zellreduktion auf maximal 70% erzielt werden (Abb.19b). 

Einzig bei L.3.6pl zeigte Gemcitabine einen hohen antiproliferativen Effekt. Die Zelllinie 

wurde bereits bei einer Dosis von 0,05µM auf 20% der ursprünglichen Zellzahl 

vermindert. Weniger empfindlich reagierte die Zelllinie jedoch auf eine Behandlung mit 5-

FU, bei der selbst bei einer Konzentration von 5µM keine 50%ige Wachstumshemmung 

erreicht werden konnte (Abb.19d). 
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Abb.19: Prozentuale Reduktion der Zellzahl der Zelllinien a) 5061, b) 5156, c) 5072 und d) L.3.6pl  

72 Stunden nach Exposition mit Gemcitabine bzw. 5-FU in Konzentrationen von 0,05µM bis 5µM 

 

 

3.1.3 Zellproliferationshemmung durch HSP90-Inhibition 

Es konnte eine hochsignifikante Hemmung des Zellwachstums durch die in dieser Arbeit 

verwendeten Geldanamycin-Derivate in allen Zelllinien in Abhängigkeit von Dosis und 

Zeit gezeigt werden. Zudem wurde eine annähernd gleich starke Wirksamkeit der HSP90-

Inhibitoren in den verschiedenen Zelllinien beobachtet. 

Um eine 50%ige Wachstumshemmung zu erreichen, genügte zumeist eine 

Wirkstoffkonzentration von 0,2µM (Abb.20). 
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Abb.20: Prozentualer Anteil vitaler Zellen der Zelllinien a) 5061, b) 5156, c) 5072 und d) L.3.6pl 72 bzw. 96 

Stunden nach Applikation von 17-AAG, 17-AEP-GA und 17-DMAG in Konzentrationen von 0,1µM bis 1µM 
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Geringfügige, nicht-signifikante Wirkungsunterschiede konnten zwischen den 

verschiedenen HSP90-Inhibitoren festgestellt werden. So zeigte sich das wasserlösliche  

17-DMAG effizienter als 17-AAG. 17-AEP-GA benötigte insgesamt höhere Dosen, um 

einen antiproliferativen Effekt zu entfalten.  

Der IC50 aller drei Medikamente nach 72 bzw. 96 Stunden lag unter 1µM, bei 17-DMAG 

lag der IC50 sogar unter 0,1 µM (Abb.21). 
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Abb.21: IC50 der Zelllinien a) 5061, b) 5156, c) 5072 und d) L.3.6pl nach Applikation von 17-AAG,  

17-AEP-GA und 17-DMAG in Konzentrationen von 0,1µM bis 10µM für 72 bzw. 96 Stunden. 
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3.2 Effekt auf Zielproteine von HSP90  

Nach Exposition mit Gemcitabine beziehungsweise den HSP90-Inhibitoren erfolgte eine 

Analyse quantitativer Veränderungen der Expression unterschiedlicher Client Proteine von 

HSP90, darunter Wachstumsfaktorrezeptoren und Kinasen, einige wichtige Vertreter aus 

der Familie der Hitzeschockproteine sowie Effektorproteine der Apoptose. 

 

3.2.1 Tyrosinkinaserezeptoren 

Die Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR und IGF-1Rβ werden in den meisten Tumoren 

verstärkt exprimiert oder liegen in mutierter Form vor, was sowohl ein unkontrolliertes 

Zellwachstum als auch eine Umgehung der Apoptose fördert.  

In den in dieser Arbeit verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien wurden EGFR und IGF-

1Rβ in unbehandelten Zellen ebenfalls überexprimiert (Abb.22).  

Nach Exposition mit den unterschiedlichen HSP90-Inhibitoren wurde in allen Zelllinien 

eine starke, hochsignifikante Reduktion der Tyrosinkinaserezeptoren demonstriert.  

Dieser Effekt konnte am eindrucksvollsten bei den Zelllinien 5061 und 5072 gezeigt 

werden, bei denen nach Inkubation mit 17-AAG und 17-DMAG beide Rezeptoren nicht 

mehr detektierbar waren. Eine Behandlung mit Gemcitabine bewirkte bei 5061 eher eine 

Hochregulation der Wachstumsfaktorrezeptoren, bei 5072 war keine Veränderung im 

Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu erkennen. Die Kombination von 17-DMAG mit 

Gemcitabine führte, wie auch die Behandlung mit 17-DMAG alleine, zu einer starken 

Reduktion der Expression von IGF-1Rβ und EGFR, sodass beide 

Wachstumsfaktorrezeptoren nicht mehr nachweisbar waren (Abb.22a und 22c). 

Bei der Zelllinie 5156 wurde eine komplette Degradation von IGF-1Rβ nach Behandlung 

mit 17-AAG und 17-DMAG erreicht. EGFR wurde nach Exposition mit den HSP90-

Inhibitoren etwas weniger stark herunterreguliert. Gemcitabine führte zu einer vermehrten 

Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren. Eine Kombination von Gemcitabine mit 17-

DMAG erzielte ähnliche Resultate wie die Behandlung mit den Geldanamycinderivaten als 

single agent (Abb.22b). 

In der Zelllinie L.3.6pl konnte ein dosisabhängiger Abbau der Rezeptoren nach Inkubation 

mit den HSP90-Hemmern festgestellt werden. Eine komplette Degradation der Rezeptoren 

fand erst bei 5µM statt, jedoch führte auch eine geringere Konzentration von 1µM zu einer 

deutlich verminderten Expression von IGF-1Rβ und EGFR. Zudem wurde eine geringfügig 

bessere Wirksamkeit von 17-DMAG gegenüber 17-AAG bemerkt. Die Behandlung mit 
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Gemcitabine führte, wie auch bei 5072, zu einer Hochregulation der 

Tyrosinkinaserezeptoren. Eine Kombination von 17-DMAG und Gemcitabine bewirkte 

ebenfalls eine Herunterregulierung der Rezeptoren, jedoch in geringerem Ausmaß als eine 

Behandlung mit 17-DMAG alleine (Abb.22d). 

In allen Zelllinien konnte gleichermaßen gezeigt werden, dass 17-AAG und 17-DMAG in 

Konzentrationen von 1µM und 5µM zu einer starken Reduktion der Expression der 

Wachstumsfaktorrezeptoren IGF-1Rβ und EGFR führten. Eine Behandlung der Zellen mit 

Gemcitabine bewirkte meist eine leicht verstärkte Expression. Die Kombination von 17-

DMAG und Gemcitabine erzielte ähnliche Resultate wie 17-DMAG als alleiniger 

Wirkstoff. 
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Abb.22: Veränderung der Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR und IGF-1Rβ in den Zelllinien 

a) 5061, b) 5156, c) 5072 und d) L.3.6pl nach Inkubation mit 17-AAG, 17-DMAG, einer Kombination von 

17-DMAG und Gemcitabine sowie Gemcitabine für 48 Stunden 

 

3.2.2 Kinasen 

MAP-Kinasen regulieren zahlreiche Zellprozesse, wie Mitose, Differenzierung und das 

Zellüberleben. Sie sind in die Expression der meisten Onkogene involviert. Zumeist sind 

die Kinasen in der Signaltransduktionskaskade den Wachstumsfaktorrezeptoren 

nachgeschaltet. 

Die stärkste durch HSP90-Hemmer induzierte Herunterregulierung der Kinasen wurde wie 

auch bei den Wachstumsfaktorrezeptoren in den Zelllinien 5061 und 5072 beobachtet.  

17-DMAG zeigte in der Zelllinie 5061 eine geringfügig bessere Wirksamkeit als 17-AAG. 

In beiden Zelllinien wurde eine deutliche Herunterregulation von Akt erreicht, während die 

Expression von MAPK weniger stark beeinflusst wurde. Gemcitabine bewirkte eine im 

Vergleich zu den unbehandelten Zellen unveränderte Expression sowohl von Akt als auch 

von MAPK. (Abb.23a und 23c). 

Bei der Zelllinie 5156 konnte nur eine geringe Reduktion von MAPK nach Behandlung 

mit den HSP90-Inhibitoren und keine verminderte Expression von Akt erreicht werden. 

Gemcitabine bewirkte eine leichte Hochregulation beider Kinasen. Eine 
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Kombinationsbehandlung von 17-DMAG mit Gemcitabine erzeugte keine verbesserte 

Wirksamkeit im Vergleich zu der alleinigen Behandlung mit den HSP90-Inhibitoren 

(Abb.23b). 

L.3.6pl zeigte eine stark verminderte Expression sowohl von MAPK als auch von Akt nach 

Inkubation mit 17-AAG und 17-DMAG. Zudem konnte eine etwas bessere Wirksamkeit 

von 17-AAG gegenüber 17-DMAG beobachtet werden. Eine Behandlung mit Gemcitabine 

bewirkte keine Degradation der Kinasen. Die Kombination von Gemcitabine mit 17-

DMAG führte zu einer leicht verstärkten Expression der Kinasen im Vergleich zu einer 

Behandlung mit 17-DMAG alleine (Abb.23d).  

In allen Zelllinien mit Ausnahme von 5156 führte die Behandlung mit 17-AAG und 17-

DMAG zu einer Degradation der Kinasen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Die 

Inkubation der Zellen mit Gemcitabine bewirkte keine Herunterregulierung von Akt und 

MAPK. Eine Kombination von 17-DMAG mit Gemcitabine erzielte unterschiedliche 

Resultate in den verschiedenen Zelllinien. 
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Abb.23: Expressionsveränderung der Kinasen MAPK und Akt in den Zelllinien a) 5061, b) 5156, c) 5072 und 

d) L.3.6pl nach Inkubation mit 17-AAG, 17-DMAG, einer Kombination von 17-DMAG und Gemcitabine 

sowie Gemcitabine für 48 Stunden 

 

 

3.2.3 Hitzeschockproteine 

Die Hitzeschockproteine HSP70 und HSP27 nehmen ähnliche Funktionen wie HSP90 in 

der Zelle wahr. Auch sie sind in die Faltung und Stabilisierung verschiedener Proteine 

involviert, ihre wichtigste Funktion jedoch liegt in der Hemmung des Zelltodes. 

Sowohl HSP70 als auch HSP27 wurden in den untersuchten Zelllinien nach Behandlung 

mit den Geldanamycin-Derivaten stark induziert. Auch die Menge an HSP90 stieg nach 

Behandlung mit seinem eigenen Inhibitor an. 

Gemcitabine bewirkte keine Veränderung der bereits vorliegenden Menge der 

Hitzeschockproteine in den Zellen. Die Kombination von 17-DMAG mit Gemcitabine 

führte ebenfalls zu einer verstärkten Expression von HSP70, HSP27 und HSP90 (Abb.24). 
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Abb.24: Veränderung der Expression von HSP90, HSP70 und HSP27 in den Zelllinien a) 5061, b) 5156,     

c) 5072 und d) L.3.6pl nach Inkubation mit 17-AAG, 17-DMAG, einer Kombination von 17-DMAG und 

Gemcitabine sowie Gemcitabine für 48 Stunden 
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3.2.4 Induktion der Apoptose 

Caspase-3 ist eines der wichtigsten Effektorproteine der Apoptose. Die Aktivierung erfolgt 

über die proteolytische Prozessierung des inaktiven Zymogens in aktivierte Fragmente. 

Unter anderem ist Caspase-3 in die proteolytische Zerlegung von Poly(ADP-Ribose)-

Polymerase (PARP) involviert.  

Dieses Protein ist für die Reparatur der DNA nach Stress zuständig und somit 

verantwortlich für das Zellüberleben. Durch die Zerlegung in seine Einzelteile während des 

Apoptose-Prozesses wird die zelluläre Zersetzung erleichtert. 

Daher stellen die beiden fragmentierten Proteine (cleaved Caspase-3 und cleaved PARP) 

Apoptose-Marker dar, die im Western Blot nachgewiesen werden können. 

In unbehandelten Zellen sollten diese Marker nicht oder nur basal exprimiert sein, wie es 

auch bei den von uns verwendeten Zellen der Fall war. Nach Behandlung mit HSP90-

Hemmern wurden sowohl cleaved Caspase-3 als auch cleaved PARP stark induziert. 17-

DMAG erschien wiederum etwas stärker wirksam als 17-AAG (Abb.25). 

Durch Gemcitabine erfolgte ebenfalls eine Induktion der Apoptose-Marker, wenn auch in 

den Zelllinien 5061, 5072 und 5156 nicht so stark wie nach Applikation der HSP90-

Inhibitoren (Abb.25a-c). Die einzige Ausnahme bildete die Zelllinie L.3.6pl, bei der auch 

eine Behandlung mit Gemcitabine eine stark signifikante Hochregulierung der Apoptose-

Marker bewirkte (Abb.25d).  

Insgesamt sind die im Western Blot erhaltenen Ergebnisse mit denen der MTT-Tests 

konform. 
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Abb.25: Veränderung der Expression der Apoptosemarker cleaved PARP und cleaved Caspase-3 in den 

Zelllinien a) 5061, b) 5156, c) 5072 und d) L.3.6pl nach Inkubation mit 17-AAG, 17-DMAG, einer 

Kombination von 17-DMAG und Gemcitabine sowie Gemcitabine für 48 Stunden
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4 Diskussion 

 

Das Pankreaskarzinom ist eine potenziell tödliche Erkrankung mit konstanter Inzidenz in 

den westlichen Industrieländern (Herreros-Villanueva et al. 2012). 2012 verstarben in den 

USA 37 390 von 43 920 Erkrankten (National Cancer Institute). Obwohl nur an zehnter 

Stelle der häufigsten Tumoren bei Männern, sind Pankreaskarzinome die vierthäufigste 

Krebstodesursache in den USA (Li und Saif 2009). Die Fünfjahresüberlebensrate für alle 

Stadien dieser Erkrankung ist geringer als sechs Prozent (Jemal et al. 2007). Aufgrund 

unspezifischer, verzögert auftretender Symptome und der daraus resultierenden späten 

Diagnosestellung, verbunden mit der früh einsetzenden lymphatischen und hämatogenen 

Metastasierung, ist eine erfolgreiche operative Entfernung in nur wenigen Fällen möglich. 

Lediglich 8% der Tumoren befinden sich bei Diagnosestellung in lokalem Stadium, über 

50% sind bereits metastasiert (Jemal et al. 2010). Selbst nach erfolgreicher Resektion mit 

kurativer Intention kommt es häufig zu Rezidiven. Daher liegt die 

Fünfjahresüberlebensrate sogar nach einem potenziell kurativen operativen Eingriff bei 

weniger als 15%, ohne deutliche Verbesserung in den letzten 30 Jahren (Jemal et al. 2010, 

Nitecki et al. 1995; Sperti et al. 1996). Auch eine radikale chirurgische Behandlung mit 

vaskulärer Resektion und erweiterter Lymphadenektomie im Gegensatz zur 

Standardresektion hat kaum Einfluss auf das Überleben (Farnell et al. 2005; Pedrazzoli et 

al. 1998; Yeo et al. 2002b). 

In einer Studie von Hishinuma et al. wurde gezeigt, dass hepatische Metastasen in 80% die 

direkte Todesursache des metastasierten Pankreaskarzinoms darstellen (Ghaneh et al. 

2007; Hishinuma et al. 2006). Daher kann eine auch nach potenziell kurativer Resektion 

durchgeführte chemotherapeutische Behandlung das Risiko einer Metastasierung 

minimieren und somit das Überleben steigern.  

 

Zu den prognostischen Faktoren für das Überleben zählen Alter und Gesundheitszustand 

des Patienten, Rauchgewohnheiten, tumorbiologische Klassifikation, Lymphknotenstatus 

und lokale Invasion (Neptolemos et al. 2010). Zudem ist das Vorhandensein 

beziehungsweise Fehlen von Tumorzellen in den Resektionsrändern von 

Operationspräparaten ein weiteres wichtiges prognostisches Kriterium und bestimmt über 

die postoperative Therapie (Allema et al. 1995; Benassai et al. 2000; Geer und Brennan 

1993; Nagakawa et al. 1996; Yeo et al. 1997). Zurzeit gibt es keine Standardtechnik zur 
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histopathologischen Untersuchung der Präparate, sodass der Anteil an Resektionen, in 

denen ein mikroskopischer Randbefall der Resektionsränder vorliegt (R1-Resektion), je 

nach Quelle von 16% bis über 75% variiert (Millikan et al. 1999; Nitecki et al. 1995; 

Pingpank et al. 2001; Raut et al. 2007; Sperti et al. 1996; Verbeke 2008; Willett et al. 

1993; Yeo et al. 1995). Studien zufolge weisen die bislang als vollständige Resektionen 

(R0-Resektion) deklarierten Operationspräparate nach Aufbereitung durch ein neu 

etabliertes Protokoll in über 80% tatsächlich einen mikroskopischen Randbefall auf, der 

nicht erkannt wurde (Verbeke et al. 2006). In diesen Studien liegt die Rate an R1-

Resektionen bei über 70% (Verbeke et al. 2006). Somit wird selbst eine ursprünglich lokal 

begrenzte und folglich chirurgisch heilbare Krankheit zu einer systemischen Erkrankung, 

die chemotherapeutischer Behandlung bedarf. Daher ist nicht nur bei lokal 

fortgeschrittenem oder metastasiertem und damit inoperablem Pankreaskarzinom, sondern 

auch nach erfolgreicher operativer Entfernung eine Chemotherapie anzustreben, was 

derzeit auch klinisch praktiziert wird (Adler et al. 2007).  

 

Bislang wurden zahlreiche Chemotherapeutika zur adjuvanten Therapie des 

Pankreaskarzinoms untersucht (Conroy et al. 2011b; Li und Saif 2009; Makrilia et al. 

2011; Merl et al. 2010). Unter ihnen stellten sich vor allem die Substanzen Gemcitabine 

und 5-Fluorouracil (5-FU) als wirksam heraus. Dabei übersteigt das Ansprechen auf eine 

Therapie mit 5-FU selten 20% (Burris et al. 1997). 

Auch Gemcitabine zeigt aufgrund häufiger intrinsischer oder erworbener Resistenzen der 

Pankreastumoren klinisch nur mäßige Erfolge (Bergman et al. 2002). Das 

Therapieansprechen liegt hier sogar nur bei 9,4% (Conroy et al. 2011a). Nach Aufnahme in 

die Zelle durch die Transporter hENT1 und hCNT3 wird das Pyrimidinanalogon dort in 

mehreren Schritten unter anderem durch die Deoxycytidinkinase phosphoryliert und damit 

in den aktiven Wirkstoff umgewandelt. Resistenzen gegen Gemcitabine können durch eine 

verminderte Expression von hENT1 und hCNT3 (Conroy et al. 2011b) oder durch 

reduzierte Aktivität der Deoxycytidinkinase entstehen (Ohhashi et al. 2008). Über den 

PI3K/Akt- und den NF-κB-Signalweg wird ebenfalls eine intrinsische Resistenz gegen 

Gemcitabine vermittelt (El Maalouf et al. 2009). 

Kombinationen von Gemcitabine mit anderen Medikamenten, beispielsweise 

Farnesyltransferaseinhibitoren (Van Cutsem et al. 2004), monoklonalen Antikörpern zur 

Hemmung von VEGFR (Conroy und Mitry 2011), Platinderivaten oder 

Topoisomeraseinhibitoren (Conroy et al. 2011b) bewirkten bislang keine Vorteile.  
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Einzige Ausnahme ist die Kombination von Gemcitabine mit EGFR-Inhibitoren: 

In einer Studie des National Cancer Institute of Canada wurde ein Überlebensvorteil der 

Patienten nach Behandlung mit einer Kombination aus Gemcitabine und Erlotinib 

festgestellt. Das mittlere Überleben lag bei 6,24 Monaten. Durch Gemcitabine in der 

Monotherapie wurde lediglich ein medianes Überleben von 5,91 Monaten erzielt. Das 

Ergebnis ist statistisch signifikant, klinisch jedoch von fragwürdiger Relevanz (Moore et 

al. 2007). 

Die Kombination von Gemcitabine mit Cetuximab, einem weiteren Hemmstoff von EGFR, 

erbrachte in einer Phase II-Studie ähnliche Resultate. Das mediane Überleben lag hier bei 

7,1 Monaten in der Kombinationstherapie. In den meisten Fällen erfolgte allerdings 

lediglich eine Inhibition des Tumorwachstums, jedoch keine Tumormassenreduktion 

(Xiong et al. 2004). Phase III-Versuche ergaben keinen Wirksamkeitsvorteil gegenüber der 

bislang etablierten Therapie (Conroy und Mitry 2011). 

In der PRODRIGE4/ACCORD11-Studie erfolgte die klinische Erprobung des 

Therapieschemas FOLFIRINOX, bestehend aus 5-FU, Irinotecan, Leucovorin und 

Oxaliplatin. Diese Kombination von Chemotherapeutika führte zu einem signifikanten 

Anstieg des mittleren Überlebens auf 11,1 Monate im Gegensatz zu 6,5 Monaten unter 

Monotherapie mit Gemcitabine. 31,6% der Patienten sprachen auf das Therapieregime mit 

FOLFIRINOX an (Conroy et al. 2011a; Merl et al. 2010). 

Insgesamt ist der Therapieerfolg der bislang etablierten Chemotherapeutika jedoch 

begrenzt. Gerade beim Pankreaskarzinom aber wird dringend eine systemische 

Behandlungsoption benötigt, von der auch Patienten profitieren, bei denen keine kurative 

Resektion stattfinden konnte oder die bereits eine Metastasierung aufweisen.  

 

In den letzten Jahren erfolgte die molekulare Charakterisierung verschiedener 

Tumorentitäten. Die somit erstellten molekularen Profile der Krebszellen erlauben die 

Entwicklung zielgerichteter Therapien (target therapy) gegen bestimmte, in den 

Tumorzellen vermehrt exprimierte Proteine, wie Wachstumsfaktorrezeptoren oder 

Kinasen. Bezüglich des Pankreaskarzinoms existieren drei Projekte des International 

Cancer Genome Consortium (ICGC) in Kanada, Australien und Italien, die an einer 

Gencharakterisierung arbeiten (Hudson et al. 2010).  

In Pankreaskarzinomen wird eine Reihe von Proteinen überexprimiert, die in verschiedene 

Signaltransduktionswege involviert sind. Dabei handelt es sich unter anderem um die 

Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR und IGF-1Rβ (Ahsan et al. 2012; Lang et al. 2007; 
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Talar-Wojnarowska und Malecka-Panas 2006), sowie die in der Signalkette nachfolgenden 

Proteinkinasen Akt und MAPK (Samuel und Hudson 2012). 

Mehrere Inhibitoren von EGFR wurden entwickelt und befinden sich mittlerweile in 

klinischem Gebrauch. Zu ihnen gehören monoklonale Antikörper, wie Cetuximab und 

Panitumumab, welche an der extrazellulären Domäne von EGFR angreifen, sowie 

Kinaseinhibitoren wie Erlotinib und Gefitinib, die an der intrazellulären Domäne von 

EGFR binden und die Tyrosinkinaseaktivität des Rezeptors verhindern. Trotz des viel 

versprechenden theoretischen Ansatzes ist die klinische Wirksamkeit dieser Therapien 

jedoch begrenzt und nur in Einzelfällen erfolgreich (Saridaki et al. 2010; Sawai et al. 

2008). 

Da Krebs eine multifaktorielle Erkrankung darstellt, die durch verschiedene, nacheinander 

erfolgende Mutationen entsteht, reicht es oftmals nicht aus, an nur einer Stelle zu 

intervenieren.  

Eine medikamentöse Blockade des EGF-Rezeptors schließt die Möglichkeit einer EGFR-

unabhängigen Aktivierung der wichtigsten in der Signalkette nachfolgenden 

Proteinkinasen nicht aus, sodass trotz des gehemmten Rezeptors eine Signalweiterleitung 

stattfinden kann. Dies kann entweder durch andere Wachstumsfaktorrezeptoren, wie HER2 

oder IGF-1Rβ, erfolgen oder durch das Vorliegen mutierter Proteinkinasen, die autonom 

funktionstüchtig sind und keine aktivierenden Mechanismen benötigen (El Maalouf et al. 

2009). So kann KRAS, eine dem EGF-Rezeptor nachgeschaltete Proteinkinase, den 

MAPK- und den PI3K/Akt-Signalweg aktivieren und darüber zellproliferative und 

antiapoptotische Signale vermitteln (Adjei 2001; Talar-Wojnarowska und Malecka-Panas 

2006). Mutationen im KRAS- oder BRAF-Gen, die in 50% der kolorektalen Karzinome zu 

finden sind, führen zu einem Wirksamkeitsverlust der gegen EGFR gerichteten 

monoklonalen Antikörper (Saridaki et al. 2010). 

Eine Resistenz gegenüber EGFR-Inhibitoren kann auch über die Existenz einer 

Rückkopplungsschleife vermittelt werden, die eine Hochregulation von EGF-Rezeptoren 

nach Inkubation mit seinen Hemmstoffen bewirkt (Jimeno et al. 2005). 

Die Inhibition von EGFR als therapeutischer Ansatz erreicht somit klinisch nur 

eingeschränkte Erfolge beim Pankreaskarzinom.  

 

Durch eine vermehrte Expression von IGF-1Rβ wird in Krebszellen eine 

Apoptoseresistenz sowie eine Erhöhung des metastatischen Potentials erreicht. Zahlreiche 

IGFR-Inhibitoren wurden entwickelt und befinden sich mittlerweile in klinischer 
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Erprobung. Die jeweilige Wirksamkeit der Medikamente bleibt jedoch abzuwarten (Xue et 

al. 2012). 

 

Raf-Proteine gehören zur Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen und liegen ebenfalls in 

diversen Tumoren in mutierter Form vor. Über MEK sind sie in die Signalweiterleitung 

durch die MAPK-Kaskade involviert. 

Eine Inhibition der MEK konnte in Tierversuchen bei Mäusen mit Kolonkarzinomen in 

80% das Tumorwachstum beenden (Sebolt-Leopold et al. 1999). Flaherty et al. (2012) 

erreichten ein längeres progressionsfreies Überleben im Vergleich zur herkömmlichen 

Chemotherapie bei Patienten mit metastasiertem malignen Melanom und vorhandener 

BRAF-Mutation. 

 

Auch die Hemmung von KRAS stellt ein attraktives theoretisches Modell dar, zumal diese 

Mutation in über 90% der Pankreaskarzinome vorliegt (Almoguera et al. 1988). 

Für seine Interaktion mit der Zellmembran muss das RAS-Protein über 3 Schritte 

enzymatisch verändert werden. Der erste Schritt beinhaltet den Transfer einer 

Farnesylgruppe durch die Farnesyltransferase (Adjei 2001). Die Hemmung der 

posttranslationalen Farnesylierung von RAS durch Inhibitoren der Farnesyltransferase 

führt zu einem Aktivitätsverlust des Proteins mit Interruption nachfolgender 

Signaltransduktionswege. In vitro erzeugte eine Therapie mit 

Farnesyltransferaseinhibitoren eine Suppression des Tumorzellwachstums von 

Pankreaskarzinomzellen (Talar-Wojnarowska und Malecka-Panas 2006). Eine Hemmung 

von KRAS konnte jedoch in klinischen Phase II- und III-Studien keine Wirkung bei 

Neoplasien der Bauchspeicheldrüse erzielen (Cohen et al. 2003; Van Cutsem et al. 2004). 

 

Die Proteinkinase C (PKC) gehört zu den Serin/Threonin-Proteinkinasen und reguliert eine 

Vielzahl von Signalwegen, unter anderem über PI3K/Akt und MAPK. Dadurch hat PKC 

vor allem Einfluss auf die Proliferation, Differenzierung, Gentranskription und 

Angiogenese von Tumorzellen (Rizvi et al. 2006). 

In Pankreaskarzinomen liegt PKC im Gegensatz zu pankreatischem Normalgewebe 

aktiviert vor (Ali et al. 2009), wobei hohe interindividuelle Schwankungen auftreten (El-

Rayes et al. 2008). Eine Inhibition von PKC in könnte eine gesteigerte Sensitivität der 

Krebszellen gegenüber anderen chemotherapeutischen Agenzien bewirken. Verschiedene 

Hemmstoffe von PKC wurden untersucht, unter ihnen die ATP-kompetitiven Inhibitoren 
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Midostaurin, UCN-01 und Enzastaurin (Mizuno et al. 1993; Rizvi et al. 2006). Enzastaurin 

wird derzeit in Glioblastomen, Lymphomen, Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen 

(NSCLC), kolorektalen Karzinomen, Prostata- und Pankreaskarzinomen erprobt. In 

NSCLC, Kolon-, Prostata- und Mammakarzinomzelllinien zeigte es bereits 

antiproliferative Effekte, die zumeist mit einer verminderten Phosphorylierung von Akt 

einhergingen (Rizvi et al. 2006). 

Bislang erforschte natürliche Inhibitoren, wie Bryostatin, erzielten allerdings trotz 

motivierender Ergebnisse in vitro bei diversen Mamma- und Bronchialkarzinom-Zelllinien 

in klinischen Versuchen als single agent eher enttäuschende Resultate (Zonder und Philip 

1999). In Kombination mit zytotoxischen Substanzen wie Gemcitabine zeichnen sich 

positivere Ergebnisse ab (El-Rayes et al. 2006; El-Rayes et al. 2008). Haupteinsatzgebiet 

von Bryostatin bleiben jedoch hämatologische Neoplasien (Zonder und Philip 1999). 

 

Zusammenfassend sind Tumorzellen, deren herausragende Eigenschaft ihre genetische 

Instabilität und Plastizität darstellt, schneller fähig, Resistenzen gegen Medikamente zu 

entwickeln, die nur an einem speziellen Punkt angreifen. Selbst eine Krebserkrankung, die 

typischerweise durch die Mutation eines bestimmten Gens verursacht wird, kann 

Resistenzen gegen die entsprechende target therapy entwickeln, wie es beispielsweise bei 

Behandlung der Leukämie mit Imatinib durch weitere Mutation des BCR-ABL-Gens 

vorkommt (Gorre et al. 2001). 

Daher besteht eine höhere Wahrscheinlichkeit der Wachstumshemmung durch ein 

Medikament, das verschiedene interferierende Signalwege der Krebszellen simultan 

attackiert, als bei Inhibition eines einzelnen Zielproteins. 

Bezüglich des Pankreaskarzinoms gibt es eine Vielzahl an Mutationen, die zu seiner 

Entstehung führen können. Unterschiedliche Patienten weisen verschiedene molekulare 

Anomalien auf, sodass nicht jede gezielte Therapie auch bei jedem Erkrankten Wirkung 

zeigt (Biankin und Hudson 2011). Hinzukommend unterscheiden sich teilweise bei einem 

einzelnen Patienten die genetischen Alterationen zwischen Primärtumor und Metastasen 

(Campbell et al. 2010). 

 

In den letzten Jahren gewannen HSP90-Hemmer zunehmend an Popularität. Die besondere 

Fähigkeit dieser Hemmstoffe besteht darin, dass sie an verschiedenen 

Signaltransduktionswegen zugleich angreifen und somit die Entstehung von Resistenzen 

und Kompensationsmechanismen unwahrscheinlich machen (Neckers und Ivy 2003). 
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Außerdem liegt HSP90 in den meisten Krebszellen überexprimiert vor und bietet somit ein 

selektives Angriffsziel für Medikamente, ohne normale Körperzellen zu schädigen 

(Calderwood et al. 2006). Ein weiterer Vorteil der Inhibitoren ist ihre Fähigkeit, 100-mal 

besser an HSP90 in Krebszellen als in normalen Körperzellen zu binden (Kamal et al. 

2003). 

 

Diverse in Tumoren mutierte oder vermehrt exprimierte Proteine zählen zu den Client 

Proteinen von HSP90, unter anderem auch EGFR, IGFR, MAPK und Akt (Neckers 2007).  

Mittels MTT-Test konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die 

Geldanamycin-Derivate 17-AAG, 17-AEP-GA und 17-DMAG bereits in Dosen von unter 

1µM das Wachstum von Gemcitabine- und 5-FU-resistenten Pankreaskrebszellen hoch 

signifikant inhibieren. Dabei wies das wasserlösliche 17-DMAG eine geringfügig bessere 

Wirksamkeit als 17-AAG und insbesondere 17-AEP-GA auf. 

Im Anschluss an die bereits mittels MTT-Test aufgezeigte erfolgreiche HSP90-Inhibition 

wurde der Effekt der Geldanamycin-Derivate auf die quantitative Expression von Client 

Proteinen von HSP90 untersucht. Dabei wurden Wachstumsfaktorrezeptoren und Kinasen 

ausgewählt, die eine essentielle Rolle in Signaltransduktionswegen von Krebszellen 

spielen.  

Sowohl EGFR, als auch IGF-1Rβ und die in der Signalkette nachgeordneten Kinasen Akt 

und MAPK zeigten eine deutliche Reduktion der Expression nach Inkubation mit den 

HSP90-Hemmern. In der Zelllinie 5156 kam es allerdings nach HSP90-Inhibition nur zu 

einer minimalen Expressionsverminderung von MAPK und fehlender Herunterregulation 

von Akt. Dies kann zum Beispiel durch eine kompensatorische Aktivierung weiterer 

Signaltransduktionswege und Verlinkung mit dem MAPK- beziehungsweise Akt-

Signalweg oder durch eine Stabilisierung der Kinasen durch andere Hitzeschockproteine 

erklärt werden. 

Die apoptotische Wirkung der HSP90-Inhibitoren wurde durch eine nach Behandlung stark 

ansteigende Expression der Apoptose-Äquivalente cleaved Caspase-3 und cleaved PARP 

belegt. 

 

In der Literatur finden sich ähnliche Ergebnisse verschiedener Forschungsgruppen: Mayer 

et al. (2012) stellten in endokrinen Tumoren des Pankreas eine Überexpression von HSP90 

fest. Durch Applikation von 17-AAG und 17-DMAG wurde eine signifikante Reduktion 

der Zellviabilität erzielt. Zudem konnte der Zelltod durch Apoptose und eine Depletion 
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verschiedener Zielproteine von HSP90 nachgewiesen werden. Der Effekt einer 

Chemotherapie mit Doxorubicin wurde durch HSP90-Inhibition maximiert. 

Wu et al. (2009) erreichten durch Behandlung mit 17-AAG eine effiziente 

Herunterregulierung der Client Proteine IGF-1Rβ und Akt sowie eine Sensitivierung der 

Krebszellen für die Radiotherapie. Auch durch Lang et al. (2007) wurde nach HSP90-

Inhibition eine Verringerung von IGF-1Rβ und IL-6 in Pankreaskarzinomzellen 

nachgewiesen. 

In Ovarialkarzinomzelllinien erzielten Banerji et al. (2005b) eine Wachstumshemmung 

sowohl in vitro als auch in vivo durch Applikation von 17-AAG. Eine Sensitivierung 

gegen Paclitaxel wurde in gegenüber der herkömmlichen Chemotherapie resistenten 

Ovarialkarzinomzellen durch 17-AAG bewirkt (Neckers und Ivy 2003; Sain et al. 2006). 

Auch in NSCLC erfolgte eine Wachstumsinhibition durch 17-AAG, verbunden mit einer 

Degradierung von EGFR. In Kombination mit Paclitaxel gewann 17-AAG an Effektivität 

(Sawai et al. 2008). 

17-AAG erzielte in vitro den Zelltod durch Apoptose sowie die Degradation verschiedener 

Tyrosinkinaserezeptoren in Synovialzellsarkomen (Terry et al. 2005). 

GIST-Tumoren, die Resistenzen gegen Imatinib aufwiesen, reagierten sensibel auf eine 

HSP90-Inhibition, welche eine Depletion von MAPK und Akt bewirkte (Bauer et al. 

2006). 

Bei Kolonkarzinomzellen konnte eine Induktion der Apoptose durch Inkubation mit 17-

AAG erlangt werden. Zudem wurde die Inhibition des Ras/Raf/MAPK- sowie des 

PI3K/Akt-Signaltransduktionsweges gezeigt (Hostein et al. 2001).  

In einer Studie von Lee et al. (2012) wurde eine signifikante Reduktion des Zellwachstums 

von Mammakarzinomzellen durch 17-AAG und 17-DMAG erreicht. Zudem konnte eine 

Suppression von Akt sowie eine Hochregulation von HSP70 und HSP27 durch 

Behandlung mit HSP90-Hemmern beobachtet werden.  

Shimamura et al. zeigten 2005, dass EGFR-Inhibitoren in NSCLC-Zellen zwar eine initiale 

Wirkung erzielten, welche nach einiger Zeit jedoch refraktär wurden. Selbst diese 

Tumoren reagierten sehr empfindlich auf eine HSP90-Inihibition. 

Eine synergistische Wachstumshemmung von Pankreaskarzinomzellen konnte durch eine 

simultane Behandlung mit Geldanamycin und einem Glycolyseinhibitor erreicht werden 

(Cao et al. 2008). 
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Während die HSP90-Inhibition durch 17-AAG in vitro äußerst positive Resultate erlangte, 

ergaben klinische Phase I-Versuche in verschiedenen soliden Tumoren bislang keine 

objektiven Remissionen (Hong et al. 2013).  

Ramanathan et al. führten 2005 eine Phase I-Studie mit 17-AAG durch, in die 45 Patienten 

eingeschlossen waren. Es konnten weder Remissionen, noch eine konsistente Alteration 

von HSP90 und HSP70 in peripheren Blutzellen beobachtet werden. 

In einer Studie von Solit et al. (2007) mit 54 Patienten unterschiedlicher 

Krebserkrankungen erreichte kein Patient eine komplette oder partielle Remission, 

allerdings zeigten einige Patienten ein verlängertes progressionsfreies Intervall. Mittels 

Western Blot-Analyse konnte die gesteigerte Expression von HSP70 sowie die Reduktion 

von Akt nach Behandlung mit 17-AAG nachgewiesen werden.  

Ähnliche Resultate erreichten Banerji et al. (2005a), deren Studie 30 Patienten einschloss. 

Es zeigten sich keine Remissionen, jedoch wurde über zwei Patienten mit stabiler 

Erkrankung berichtet. In Biopsien der Tumoren konnte eine Inhibition diverser Client 

Proteine von HSP90 sowie eine Induktion von HSP70 gesehen werden.  

In den klinischen Studien traten am häufigsten gastrointestinale und hepatische 

Nebenwirkungen auf, die sich zumindest zum Teil durch den Einsatz von DMSO als 

Lösungsmittel erklären ließen. Zudem schien eine Myelosuppression nicht der 

dosislimitierende Faktor zu sein, sodass eine Kombination mit anderen Chemotherapeutika 

vom Nebenwirkungsprofil her möglich erscheint (Banerji et al. 2005a). Problematisch 

waren allerdings die schwache Wasserlöslichkeit von 17-AAG sowie die starke 

Metabolisierung durch CYP3A4. Aufgrund der Toxizität musste bislang in suboptimaler 

Dosierung behandelt werden (Hong et al. 2013). Daher sind die Erfolge von 17-AAG in 

klinischen Phase II-Studien bislang begrenzt (Solit et al. 2007; Whitesell et al. 2012). 

Zajac et al. (2010) untersuchten verschiedene Mammakarzinomzelllinien, um 

Signaltransduktionswege zu identifizieren, über die eine verminderte Wirksamkeit von 17-

AAG erzeugt wird. In den resistenten Zelllinien fand sich vor allem eine Überexpression 

der NF-κB- und MAPK-Signaltransduktionswege, deren Hemmung zusammen mit einer 

Inhibition von HSP90 eine Therapieoption bei gegenüber den Geldanamycinderivaten 

resistenten Tumorentitäten darstellt. Zudem wurde eine Mutation des NQO1-Gens, das für 

die Bioreduktion und Aktivierung von 17-AAG notwendig ist, beschrieben, welche zu 

einer verminderten Sensitivität gegen 17-AAG führen kann (Taldone et al. 2008). 
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In der Literatur lassen sich nur vereinzelt Versuche mit 17-AEP-GA finden. 

Lukasiewicz et al. (2009) testeten unterschiedliche Geldanamycinderivate in 

Rhabdomyosarkomzellen. Im Unterschied zu den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen 

stellte die Forschungsgruppe eine signifikant geringere Wirksamkeit von 17-AAG fest, 

wohingegen Geldanamycin, 17-AEP-GA und 17-DMAG eine hohe antiproliferative 

Aktivität aufwiesen. Alle HSP90-Inhibitoren induzierten die Apoptose, die im Western 

Blot nachgewiesen werden konnte. Zudem wurde der MET-Signaltransduktionsweg durch 

die Geldanamycinderivate gehemmt. 

Eine weitere Studie untersuchte den Effekt verschiedener Geldanamycinderivate auf 

Glioblastomzellen. Hier zeigte sich ebenfalls eine starke Inhibition des Zellwachstums 

durch 17-AEP-GA (Miekus et al. 2012). 

Klinische Versuche mit 17-AEP-GA wurden bislang nicht durchgeführt. 

 

17-DMAG weist eine bessere Löslichkeit in Wasser und vorteilhaftere pharmakokinetische 

Eigenschaften auf als 17-AAG (Hong et al. 2013).  

Smith et al. (2005) verglichen die Wirkung von 17-AAG und 17-DMAG in vitro. Hierbei 

zeigte 17-DMAG eine größere antiproliferative Potenz als 17-AAG, insbesondere bei 

Pankreas-, Kolon- und Mammakarzinomen, Sarkomen und Melanomen. In allen Zelllinien 

konnte ein Anstieg von cleaved PARP als Apoptosemarker sowie eine verstärkte 

Expression von HSP70 beobachtet werden. 

Bei hepatozellulären Karzinomen erzeugte 17-DMAG in vitro eine signifikante 

Wachstumsinhibition. Zudem kam es zu einer Herunterregulierung wichtiger 

Signalproteine (Leng et al. 2012). 

Mittlerweile befindet sich 17-DMAG auch in klinischer Erprobung.  

Für eine Studie von Ramanathan et al. (2010) wurden insgesamt 56 Patienten mit 

unterschiedlichen Tumorentitäten rekrutiert, die 17-DMAG für 6 bis 14 Zyklen erhielten. 

Lediglich vier Patienten zeigten ein progressionsfreies Intervall. Die Expression von Client 

Proteinen von HSP90, die sowohl in Tumorbiopsien als auch in peripheren Blutzellen 

nachgewiesen wurden, war inkonsistent, sodass keine allgemeingültige Aussage getroffen 

werden konnte. Insgesamt wurde die Therapie gut vertragen. Als unerwünschte Folgen 

traten gastrointestinale, hämatologische und pulmonale Nebenwirkungen auf. 

Ähnliche Ergebnisse erhielten Kummar et al., die 2010 eine weitere Phase I-Studie an 31 

Patienten mit verschiedenen Tumorarten durchführten, wobei die meisten Patienten bereits 

mehrere chemotherapeutische Behandlungen durchlaufen hatten. Hier konnte keine 



Diskussion 

85 

 

partielle oder komplette Remission erreicht werden, bei neun Patienten kam es jedoch zu 

einer stabilen Erkrankung. Um den Effekt auf die Client Proteine von HSP90 zu 

verifizieren, wurde nach Applikation von 17-DMAG die Expression von HSP70-mRNA in 

peripheren Blutzellen gemessen. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied 

im Vergleich zu den prätherapeutischen Werten.  

Die besten Resultate durch HSP90-Inhibition werden derzeit bei Patienten mit HER2-

positiven Mammakarzinomen sowie nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen erzielt 

(Neckers und Workman 2012). In bestimmten Tumorentitäten mit besonderer 

Abhängigkeit von einem speziellen Onkoprotein, welches gleichzeitig zu den Client 

Proteinen von HSP90 zählt, scheint die klinische Wirksamkeit der HSP90-Hemmer 

gesteigert zu sein. Eine genauere Analyse der genetischen Alterationen der Tumoren zur 

Selektion von Patienten, die von einer HSP90-Inhibition profitieren, könnte daher sinnvoll 

sein (Haupt et al. 2012; Neckers und Workman 2012; Shimamura und Shapiro 2008). 

 

Die erhöhte Expression von Hitzeschockproteinen aus der HSP70-Familie korreliert 

positiv mit der Malignität einer Neoplasie. So konnte beobachtet werden, dass Tumoren, 

die HSP70 überexprimieren, öfter metastasieren, häufiger Resistenzen gegen eine Chemo- 

oder Radiotherapie ausbilden und insgesamt eine schlechtere Prognose aufweisen 

(Brondani da Rocha et al. 2004; Ciocca und Calderwood 2005; Nanbu et al. 1998; Powers 

et al. 2009; Vargas-Roig et al. 1998). Eine Überexpression von HSP70 und HSP27 

korreliert mit einer Resistenz gegenüber einer Chemotherapie mit Doxorubicin in Brust-, 

Kolon- und Hodenkrebs (Richards et al. 1996). 

HSP27 wirkt vor allem antiapoptotisch und steuert der erfolgreichen HSP90-Inhibition 

entgegen (Garrido et al. 2000). 

In vorliegender Studie wurde die Expression von HSP90 selbst, HSP70 und HSP27 nach 

Behandlung mit den Geldanamycin-Derivaten überprüft. Nach erfolgter Inhibition konnte 

eine Hochregulierung aller drei Hitzeschockproteine bemerkt werden. Diese Ergebnisse 

sind konform zu Arbeiten anderer Forschungsgruppen (Lee et al. 2012; Yu et al. 2010).  

Eine vermehrte Exprimierung von HSP70 ist auch nach erfolgter Chemotherapie mit 

Paclitaxel, Doxorubicin und Gemcitabine beobachtet worden, einhergehend mit 

verminderter Sensitivität gegenüber den genannten Substanzen (Powers und Workman 

2007). 

Als Konsequenz der HSP90-Inhibition wird der Transkriptionsfaktor HSF-1 aus inhibitory 

clutches von HSP90 frei. Nach erfolgter Trimerisierung von HSF-1 findet die 
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Translokation zum Nukleus und die Bindung an Hitzeschock-Elemente in den Promotern 

der Hitzeschock-Gene statt, was zu einer verstärkten Transkription letzterer führt (Powers 

et al. 2009). Somit stellt eine Steigerung der Expression von HSP70 und HSP27 einen 

Kompensationsmechanismus dar, um die Funktion des ausgefallenen HSP90 zu ersetzen. 

Gleichzeitig kann dadurch die erfolgreiche Inhibition des Hitzeschockproteins bewiesen 

werden. Auch der quantitative Anstieg von HSP90 basiert auf der zur Kompensation des 

Mangels an funktionsfähigem HSP90 verstärkten Expression der HSP90-codierenden Gene 

(Powers et al. 2008). 

Einige Studien zeigten, dass eine Reduktion von HSP70 in vitro durch antisense-cDNA 

einen Verlust der Zellviabilität verursachte (Frese et al. 2003; Nylandsted et al. 2002). So 

wurde durch Nylandsted et al. (2000) der Zelltod von Brustkrebszellen durch Inhibition der 

Synthese von HSP70 bewiesen.  

Diese Ergebnisse konnten allerdings nicht von allen Forschungsgruppen bestätigt werden, 

da eine Inhibition von HSP70 eine Induktion von HSC70, einem weiteren 

Hitzeschockprotein aus der HSP70-Familie, bewirkt. Umgekehrt wird HSP70 nach 

Hemmung von HSC70 überexprimiert. Die beiden Hitzeschockproteine können 

gegenseitig ihre Funktion ersetzen, da HSP90 im Chaperon-Komplex sowohl mit HSP70 

als auch mit HSC70 interagieren kann (Powers et al. 2008).  

Eine kombinierte Hemmung beider HSP70-Formen resultiert in einem G1-Arrest und 

Apoptose der Zellen und führt zu einer Degradierung von Client Proteinen von HSP90 

(Powers et al. 2008). Daher lässt sich vermuten, dass sich der Effekt der HSP90-Hemmung 

durch die gleichzeitige Inhibition von Proteinen aus der HSP70-Familie weiter verstärken 

lässt. Tatsächlich konnte eine ausgeprägte Steigerung der Sensitivität für 17-AAG in 

Kolonkarzinomzellen bei synchroner Hemmung von HSP70 und HSC70 festgestellt 

werden (Powers et al. 2008).  

Auch eine simultane Inhibition von HSP90, HSP70 und HSP27 könnte eine effiziente 

Therapieoption darstellen.  

Eine verstärkte Wirksamkeit durch kombinierte Hemmung von HSP90 und HSP27 konnte 

in einer Arbeit von Lee et al. (2012) gezeigt werden. Hierbei kam es durch Kombination 

von Geldanamycinderivaten mit Quercetin, einem Flavinoid, welches unter anderem 

HSP27 hemmt, zu einer deutlichen Wachstumsinhibition von Mammakarzinomzellen. 

Ein weiterer interessanter Ansatz ist die Hemmung von HSF-1. In diversen Studien wurden 

Quercetin und KNK437 bereits erfolgreich in vitro zur Hemmung von HSF-1 eingesetzt. 

Beide Substanzen bewirkten einen Wachstumsstillstand von Krebszellen durch Inhibition 
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der stressinduzierten Expression von zahlreichen Hitzeschockproteinen. Allerdings waren 

zum Erreichen einer ausreichenden Aktivität hohe Mengen des Substrats notwendig, 

sodass ein klinischer Einsatz unwahrscheinlich scheint (Powers und Workman 2007). 

Triptolide, eine weitere Substanz, die unter anderem HSF-1 inhibiert, erzielte bislang 

vielversprechendere Ergebnisse (Powers und Workman 2007).  

Erschwert wird dieser Ansatz allerdings durch die Tatsache, dass bislang noch kein 

spezifischer Hemmstoff von HSF-1 existiert (Whitesell et al. 2012). 

 

Mittlerweile wurden weitere HSP90-Hemmer erforscht und lieferten ermutigende 

Resultate. Hierbei wurden nicht nur Inhibitoren, die ähnlich den Geldanamycin-Derivaten 

eine Bindung von ATP am N-terminalen Ende verhindern, sondern auch Substanzen mit 

differierenden Wirkmechanismen untersucht.  

Ganetespib, ein synthetischer HSP90-Hemmer, der am aminoterminalen Ende von HSP90 

bindet, zeigte in einer Studie von Shimamura et al. (2012) in NSCLC-Zellen eine gute 

antiproliferative Wirksamkeit und erzielte eine Degradation der Zielproteine von HSP90. 

In Imatinib-sensiblen und -resistenten GIST-Zelllinien und einem GIST-Xenograft-Modell 

erreichte AT13387 eine Proliferationshemmung mit Depletion einiger Zielproteine von 

HSP90 (Smyth et al. 2012).  

EC5, ein Dimer von Geldanamycin, führte in vitro sowie im Maus-Modell zur Apoptose 

der Tumorzellen und bewirkte die Verminderung verschiedener Client Proteine (Yin et al. 

2005). 

In einer Arbeit von Li et al. (2009) konnte eine Inhibition von HSP90 durch (-)-

Epigallocatechin-3-gallate, eine in grünem Tee enthaltene Substanz, mit daraus 

resultierender Herunterregulation der Client Proteine von HSP90 und konsekutivem 

antiproliferativem Effekt in Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen werden. 

Neue synthetische Pyrazol/Isoxazol-Amid-Analoga zeigten eine vielversprechende 

biologische Aktivität mit einer stärkeren Bindungsaffinität an HSP90 als herkömmliche 

HSP90-Inhibitoren. Zudem wirkten die synthetischen HSP90-Hemmer unabhängig von der 

NQO1-Konzentration der Zellen, was Resistenzen gegen diese Präparate unwahrscheinlich 

macht (Sharp et al. 2007). 

 

Ein weiterer Ansatz ist eine Hemmung der Funktion von HSP90 über eine Inhibition der 

Assoziation des HSP90-Multichaperon-Komplexes. Diverse Studien demonstrierten eine 

erfolgreiche Degradation verschiedener Client Proteine:  
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Eine Arbeit von Zhang et al. (2008) zeigte eine verbesserte Effizienz bei simultaner 

Inhibition von HSP90 und dem Co-Chaperon Cdc37. 

Auch das einer Behandlung mit 17-AAG vorangehende Ausschalten von AHA1, einem 

weiteren Co-Chaperon, in verschiedenen humanen Krebszelllinien führte zu einer 

verstärkten Sensitivität gegenüber dem Geldanamycin-Derivat in vitro (Powers und 

Workman 2006). 

 

Einige Versuchsgruppen beschäftigten sich mit Proteasom-Inhibitoren. Diese hemmen das 

Proteasom in seiner Aktivität, was durch eine Akkumulation von nicht-funktionstüchtigen 

Proteinen letztendlich in der Apoptose der Zelle resultiert. In Kombination mit HSP90-

Hemmern lieferten Proteasom-Inhibitoren wie Bortezomib ermutigende Resultate 

(Mimnaugh et al. 2004; Neckers 2007). 

Eine Acetylierung von Lysinresten an HSP90 inhibiert den ATPase-Zyklus des Moleküls 

und ist Angriffspunkt der Histon-Deacetylase-Inhibitoren. Zusammen mit HSP90-

Hemmern erzielten diese eine synergistische Wirkung (Whitesell und Lindquist 2005). 

 

Die Kombination von HSP90-Inhibitoren mit bereits etablierten, aber durch Resistenzen 

limitierten Chemotherapeutika ist in Theorie und Praxis erfolgversprechend. Da gerade 

maligne entartete Zellen auf die Anwesenheit von HSP90 als Chaperon angewiesen sind, 

könnte durch die Hemmung des Hitzeschockproteins die Adaptation der Krebszellen 

verhindert werden (Kamal et al. 2003; Whitesell et al. 2012). Eine Resistenz gegenüber 

herkömmlichen Chemotherapeutika ist oftmals ein multifaktorielles Geschehen, sodass 

eine Inhibition von HSP90, welche zu einer Unterbrechung diverser 

Signaltransduktionwege führt, die an der Entwicklung von Resistenzen beteiligt sind, eine 

Sensitivierung von Krebszellen für eine Chemotherapie bewirken könnte (Perego et al. 

2010). Tatsächlich befinden sich diesbezüglich mehrere Substanzen in Erprobung:  

In Neuroblastomzellen führte eine Behandlung mit 17-AAG, gefolgt von Doxorubicin, zu 

einer verstärkten Wachstumsinhibition (Sarangi et al. 2012). 

Eine Phase I-Studie von Hubbard et al. (2011) schloss 39 Patienten mit soliden Tumoren 

unterschiedlicher Entitäten ein, die 17-AAG und Cisplatin, 17-AAG und Gemcitabine oder 

eine Kombination der drei Substanzen erhielten. Alle Patienten hatten bereits eine Chemo- 

oder Radiotherapie durchlaufen. Es konnten sechs partielle Remissionen beobachtet 

werden, die vorwiegend in der Gruppe mit der Dreierkombination auftraten. 13 Patienten 

zeigten eine stabile Erkrankung, welche in allen Behandlungsgruppen gleich häufig 
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vorkam. Die in peripheren Blutzellen gemessene Quantität an HSP90 war nach 

Medikamentenapplikation signifikant abgefallen, während HSP70 anstieg. 

Interessanterweise zeigte sich eine Korrelation zwischen einer verminderten Expression 

von HSP90 und dem Ansprechen auf die Therapie. 

Iyer et al. (2012) führten eine Phase I-Studie mit 46 Patienten durch, die 17-AAG in 

Kombination mit Docetaxel erhielten. Eine partielle Remission konnte von einem 

Patienten erreicht werden. 19 Patienten zeigten ein verlängertes progressionsfreies 

Intervall. In peripheren Monozyten konnte eine gesteigerte Expression von HSP70 

nachgewiesen werden, die Client Proteine Akt und Raf wiesen jedoch keine 

dosisabhängige Degradation auf. 

In HER2-positiven Mammakarzinomen konnten partielle Remissionen durch Einsatz von 

Trastuzumab in Kombination mit 17-AAG beziehungsweise 17-DMAG erzielt werden 

(Jhaveri et al. 2012; Modi et al. 2011). 

 

Inzwischen hat sich das Einsatzgebiet von HSP90-Hemmstoffen bereits auf nicht-maligne 

Erkrankungen ausgeweitet. So konnte der Replikationszyklus des Hepatitis B- und C-Virus 

sowie des Herpes simplex-Virus durch Geldanamycin gehemmt werden (Hu et al. 1996; Li 

et al. 2004; Waxman et al. 2001). Auch bei Autoimmunerkrankungen ist ein Einsatz von 

HSP90-Hemmern denkbar, da über eine Inhibition von HSP90 die Funktion der T- und B-

Zellen beeinträchtigt wird. Eine Studie von Shimp et al. (2012) zeigte, dass HSP90 die 

Expression proinflammatorischer Proteine bei Lupus erythematodes begünstigt. Die 

Hemmung des Hitzeschockproteins führt somit zu einer Reduktion der 

Entzündungsmediatoren. Im Maus-Modell kam es durch HSP90-Inhibition zu einer 

verminderten Proteinurie und einer Verringerung der Milzgröße (Shimp et al. 2012). 

Zudem wurde in Tierversuchen bereits ein Schutz des Gehirns vor fokaler Ischämie durch 

Geldanamycin erreicht (Lu et al. 2002). Auch im Herzmuskel soll Geldanamycin 

protektive Eigenschaften gegenüber Ischämie aufweisen (Conde et al 1997; Kamal et al. 

2004). 

Diese Datenlage unterstreicht die potenzielle Möglichkeit der klinischen Anwendung von 

HSP90-Inhibitoren. 

 

Zusammenfassend hemmten die in dieser Arbeit untersuchten Geldanamycin-Derivate 17-

AAG, 17-AEP-GA und 17-DMAG alle hoch signifikant in geringen Dosen das Wachstum 

der getesteten Pankreaskarzinomzelllinien. Des Weiteren bewirkten die Inhibitoren eine 
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synchrone Herunterregulation von für Krebszellen essentiellen Client Proteinen von 

HSP90 und erreichten somit eine simultane Unterbrechung proliferativer und 

antiapoptotischer Signalwege. Bei Karzinomen des Pankreas, die Resistenzen gegen 

Gemcitabine und/oder 5-FU aufweisen, existiert bisher keine wirksame 

Therapiealternative. Die in dieser Studie untersuchten HSP90-Inhibitoren zeigten auch bei 

resistenten Zelllinien eine signifikante Wachstumshemmung und ermöglichen daher neue 

Therapieoptionen.  

Eine wie bei der target therapy beobachtete Resistenz gegenüber den verwendeten 

Substanzen ist aufgrund der vielfältigen Angriffspunkte von HSP90 und der Abhängigkeit 

der Krebszelle von den proteinstabilisierenden Chaperonen selten.  

Auch das Toxizitätsprofil der neueren Geldanamycin-Derivate hat sich im Vergleich zu 

den Vorgängersubstanzen deutlich verbessert und erlaubt so einen nebenwirkungsärmeren 

Einsatz in der Klinik. 

Da sich 17-AAG und 17-DMAG bereits in klinischer Erprobung befinden und bislang 

positive Resultate erzielen, stellt sich der zukünftige Einsatz der Geldanamycin-Derivate in 

der klinischen Therapie von Pankreaskarzinomen erfolgversprechend dar. Durch das Lösen 

von 17-AAG in DMSO wurden jedoch zum Teil zusätzliche Nebenwirkungen beobachtet, 

sodass das wasserlösliche 17-DMAG beziehungsweise synthetische HSP90-Hemmer eine 

vielversprechendere Zukunft aufweisen. 

Abzuwarten bleibt, ob durch Kombination mit anderen proliferationshemmenden 

Medikamenten die antiproliferative Wirkung auf maligne Tumoren maximiert werden 

kann.  
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5 Zusammenfassung 

 

Hintergrund: Die einzige potenziell kurative Therapie bei Pankreaskarzinomen stellt die 

chirurgische Entfernung des Malignoms dar, die aufgrund unspezifischer Symptome und 

der damit verbundenen späten Diagnosestellung jedoch nur in seltenen Fällen erfolgen 

kann. Auch nach operativer Intervention liegt die Fünfjahresüberlebenssrate bei weniger 

als 15%. Als adjuvante Therapie oder in einer palliativen Situation wird in Deutschland 

derzeit eine Chemotherapie mit Gemcitabine durchgeführt. Bei Gemcitabine- und 5-FU-

resistenten Karzinomen besteht bislang keine Behandlungsalternative. 

HSP90 ist ein für das Überleben von Zellen essentielles Protein, das zytoprotektive und 

antiapoptotische Funktionen wahrnimmt. In seiner Funktion als „molekulares Chaperon“ 

assistiert es bei der Faltung und Stabilisierung diverser Proteine. Für maligne entartete 

Zellen ist HSP90 unabdingbar, da es Onkoproteine stabilisiert und in einer aktiven 

Konformation hält. Aufgrund der Möglichkeit einer simultanen Unterbrechung 

verschiedener Signaltransduktionskaskaden durch funktionelle HSP90-Inhibition stellt es 

eine attraktive Therapieoption dar. 

Methodik: Mittels MTT-Test wurde der antiproliferative Effekt der wasserlöslichen 

Geldanamycin-Derivate 17-AEP-GA und 17-DMAG sowie des nicht-wasserlöslichen 

Derivats 17-AAG auf Gemcitabine- und 5-FU-resistente Adenokarzinomzellen des 

Pankreas überprüft. Im Anschluss erfolgte eine Analyse der Auswirkungen der HSP90-

Inhibition auf Zielproteine von HSP90 durch Western Blot.  

Ergebnisse: Alle untersuchten Geldanamycin-Derivate hemmten das Wachstum der vier 

Zelllinien hochsignifikant, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den 

wasserlöslichen und den wasserunlöslichen HSP90-Inhibitoren bestand. Der IC50 lag bei 

unter 1µM. Das wasserlösliche 17-DMAG erreichte die effektivste Wachstumsinhibition. 

Im Western Blot konnte eine Depletion diverser Client Proteine von HSP90 nach dessen 

Inhibition demonstriert werden. In allen Zelllinien kam es zu einer Herunterregulation von 

EGFR und IGF-1Rβ sowie von MAPK und Akt, mit Ausnahme der Zelllinie 5156, in der 

nur eine geringe Depletion von MAPK und Akt nachgewiesen werden konnte. Eine 

Induktion der Apoptose konnte durch Nachweis von cleaved Caspase-3 und cleaved PARP 

gezeigt werden. Die Hitzeschockproteine HSP90, HSP70 und HSP27 wurden nach 

Behandlung mit den HSP90-Hemmern kompensatorisch hochreguliert. 
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Fazit: Aufgrund der erfolgreichen Wachstumsinhibition der Krebszellen sowie der 

Depletion der Zielproteine von HSP90 in vitro erscheint der künftige Einsatz der 

Geldanamycin-Derivate in der Tumortherapie vielversprechend, zumal durch Verwendung 

der wasserlöslichen Derivate ein favorables Nebenwirkungsprofil erzielt werden kann. 

Diverse anderer Forschungsgruppen erreichten in vitro an unterschiedlichen 

Tumorentitäten ähnliche Resultate. Mittlerweile werden die Geldanamycin-Derivate in 

klinischen Phase I-Studien an fortgeschrittenen Pankreaskarzinomen erprobt. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

 

ADP   Adenosindiphosphat 

AHA1   activator of 90 kDa heat shock protein ATPase homolog 1 

AIF   apoptosis-inducible factor 

AJCC   American Joint Committee on Cancer 

Akt   Ak thymoma kinase 

Apaf-1   apoptotic protease activating factor 1 

APS   Ammoniumperoxidsulfat 

ATP   Adenosintriphosphat 

Bax   BCL2-associated X protein 

BCA   bicinchoninic acid 

BCR-ABL  breakpoint cluster region – actin binding LIM protein 

BRAF   b-rapidly accelerated fibrosarcoma 

BRCA-Gen  breast cancer Gen 

CA 19-9  Carbohydrate-Antigen 19-9 

CDK   cyclin-dependent kinase 

CDKN2-Gen  cyclin-dependent kinase 2 Gen 

Cdc37   cell division cycle 37 protein 

cDNA   complementary deoxyribonucleic acid 

CEA   Carcinoembryonales Antigen 

CT   Computertomographie 

Cu   Kupfer 
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CYP3A4  Cytochrom P450 3A4 

Daxx   death-associated protein 6 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   deoxyribonucleic acid 

DPC4-Gen  deleted in pancreatic cancer Gen 

EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF   epidermal growth factor 

EGFR   epidermal growth factor receptor 

EORTC  European Organisation for Research and Treatment of Cancer 

ESPAC  European Study Group on Pancreatic Cancer 

FAP   familiäre adenomatöse Polyposis 

Fas   tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 

FBS   fetal bovine serum 

Fc-Bereich  crystallisable fragment 

FGF   fibroblast growth factor 

G1-Phase  gap 1 Phase 

GFR   growth factor receptor 

GIST   gastrointestinaler Stromatumor 

Grb2   growth factor receptor-bound protein 2 

Grp   glucose-regulated protein  

hCNT3  human concentrative nucleoside transporter 3 

hENT1   human equilibrative nucleoside transporter 1 

HER2   human epithelial growth factor receptor 2 
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HIF-1α  hypoxia-inducible factor 1α 

Hip   Hsc70-interacting protein 

HNPCC  hereditäres nicht-polypöses Kolonkarzinom 

Hop   Hsp70/Hsp90 organizing protein 

HSC70  Heat shock cognate protein 70 

HSF   heat shock transcription factor 

HSP   heat shock protein 

IC50   half maximal inhibitory concentration 

ICGC   International Cancer Genome Consortium 

IGF-1Rβ  insulin-like growth factor-1 receptor β 

IgG   Immunglobulin G 

IL-6   Interleukin-6 

IPMN   intraduktale papillär-muzinöse Neoplasie 

JNK1   c-Jun N-terminale Kinase 

KCl   Kaliumchlorid 

kDa   Kilodalton 

KRAS   Kirsten rat sarcoma  

MAPK   mitogen-activated protein kinase 

MCN   muzinös-zystische Neoplasie 

MEK   mitogen-activated protein kinase kinase   

ml   Milliliter  

mM   Millimol 

MMP2   matrix metalloproteinase 2 
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mRNA   messenger RNA 

MRT   Magnetresonanztomographie 

MRCP   Magnetresonanzcholangiopankreatikographie 

MTS 3-(4,5-dimethyl-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NaCl Natriumchlorid 

NADH Nicotinsäureamidadenindinukleotid 

NADPH Nicotinsäureamidadenindinukleotidphosphat 

NF-κB   nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells 

nm   Nanometer 

NQO1   NAD(P)H dehydrogenase (quinone) 1 

NSCLC  non-small cell lung cancer 

PanIn   pankreatische intraepitheliale Neoplasie 

PARP   Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 

PBS   phosphate-buffered saline 

PDK-1   3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 

PES   phenazine ethosulfate 

pH   potentia Hydrogenii   

Pi   inorganic phosphate 

PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PIP3   Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate 

PKC   Proteinkinase C 
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Raf-1   rapidly accelerated fibrosarcoma-1 kinase 

Ras   rat sarcoma kinase 

RNA   ribonucleic acid 

rpm   revolutions per minute 

SDS   sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate poly-acrylamide gel electrophoresis 

SOS   son of sevenless 

S-Phase  Synthesephase 

Src   sarcoma tyrosine kinase 

TBS   tris-buffered saline 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

TRAP1  TNF-receptor associated protein 1 

TNF   tumor necrosis factor 

VEGF   vascular endothelial growth factor 

VEGFR  vascular endothelial growth factor receptor 

µl   Mikroliter 

µM   Mikromol 

5-FU   5-Fluorouracil 

17-AAG  17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin 

17-AEP-GA  17-(2-(pyrrolidin-1-yl)ethyl)amino-17-demethoxygeldanamycin 

17-DMAG  17-dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin 
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