4 Ergebnisse
4.1  Gesamtproteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentrationen der hergestellten Pmbteate wurden nach der Methode von

Bradford wie in 3.2.6 erlautert bestimmt. Sie beteagsich zwischen 2 mg/mL und 6 mg/mL.

4.2  ING1-Proteinexpression in LN229-Zellen

Der Nachweis der Proteine déNGi-Isoformen p4#©'? und p3%'¢® in den LN229-
Mutterzellen, den transfizierten LN229-Zellen unendmit TSA behandelten Zellen erfolgte
nach Herstellung der Proteinlysate wie in 3.2.8wgdrt mittels der Western Blot Analyse (siehe
3.2.7).

Die in Abb. 4.1 bei 30 kDa beobachtete Bande eiutspp33"©*". Diese Proteinisoform war in
den hergestellten Proteinlysaten und durchgefiiffestern Blots konstant nachzuweisen. Die
Isoform p47'°'® konnte mit Hilfe der CAb I-IV Ak ebenfalls nachgessen werden. Die
Detektion der entsprechenden Bande bei 47 kDa irst&ke Blot war schwacher, als die der

30 kDa-Bande. Demnach werden die zwéB1-Isoformen p38¢'® und p4#'°*in den LN229-
Zellen exprimiert. Dies geschieht mit unterschiglai#ir Intensitat, wobei die Expression von
p33NC hoher als die von p4¥*?ist. Diese Beobachtungen stimmen mit frilheren IErigsen
der Arbeitsgruppe Tallen et al. Gberein [5] undtéigen die LN229-Glioblastomzelllinie neben
ihren sonstigen Eigenschaften (siehe 3.1.1) alsiggetes Modell fir die geplanten

Untersuchungen.
50 kDa
pq_?.i':‘f'{'.'{? - .
[-actin ———» . 40 kDa
o — [ - oo

LN229 M

Abb. 4.1 Nachweis der zwei ING1-Isoformen in LN229—ZeII¢1’83JNGlbund p4J7NGIa. Western Blot mit einem

Proteinlysat aus unbehandelten und nicht transfend N229-Zellen. Mittels der CAb-Ak konnten dieoRine der
zwei Isoformen voriNG1 mit unterschiedlicher Intensitat detektiert werdein= Marker
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4.3 Transfektion

Da ING1 in malignen Gliomzellen reduziert exprintigrird [3], sollten die Gliomzellen des
vorliegenden Modells ING1 unterschiedlich stark raxperen. ING1 wurde zum einen mittels
RNA-Interferenz in LN229-Zellen unterdrickt und zummderen wurde die Expression der
einzelnenNG1-Isoformen mit Hilfe von Plasmiden erhdht. Auf died/eise konnten Ergebnisse
von nicht transfizierten LN229-Zellen mit denen vobN229-Zellen mit erhdhten
beziehungsweise erniedrigten ING1-Proteinspiegelglichen werden. Zuséatzlich erméglichte
die vermehrte Expression der einzeltid@1-1soformen die Bestatigung der Spezifitat der CAb-
Ak.

4.3.1 Reduktion detNG1-Expression durch RNAI

Die LN229-Zellen wurden von der Arbeitsgruppe urofP€. Hagemeier durch Dr. M. Truss
(Padiatrische Molekularbiologie, Charité Berlin,/gaus Mitte) stabil transfiziert (siehe 3.2.3).
Es wurde das konservierte Exon (Exon 2, siehe Aldh).vonING1 ausgeschaltet. Als Kontrolle
diente eine LN229-Zelllinie, die mitBGFP stabil transfiziert wurde.

Durch den Western Blot wurde die Verminderung dEG1-Proteine nachgewiesen. Die
Proteinlysate der mit BG1 transfizierten LN229-Zellen wurden zusammen mdat&nlysaten
der mit SEGFP transfizierten LN229-Zellen auf ein Acrylamidgelfgetragen. In Abb. 4.2 ist
sowohl eine Verminderung der pg%¥3" als auch der pd¥'2Bande bei den mit BIG1
transfizierten LN229-Zellen im Vergleich zu den miEGFP transfizierten LN229-Zellen zu
beobachten. Nach mehreren Zellteilungen der NGl stabil transfizierten LN229-Zellen war
die Expression der ING1-Proteinisoformen mit zunehder Tendenz wieder nachzuweisen. Bei
der hier verwendeten 3. Passage nach Transfeldtodie verminderte Expression der ING1-
Proteine zwar noch deutlich zu beobachten, im \é&hl zur 2. Passage nach Transfektion ist
die p33'¢!* entsprechende Bande aber wieder starker nachazwdisir die weiteren Versuche
mit den mit siNG1stabil transfizierten LN229-Zellen wurden daher aweite, hochstens dritte

Passagen nach Transfektion verwendet.
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siEGFP  siINGI  s1INGI
2.P 3P

Abb. 4.2 Die Western Blot Analyse von mitlsiG1 transfizierten LN229-Zellen zeigt eine Vermindeguwon
p33JNGlb und p4J7NGla nach der 2. Zellpassagelf$i1 2. P) verglichen mit der TransfektionskontrolleEGFP).
Weiter sieht man die Zunahme der ING1-Proteinegioasnach der 3. ZellpassagdN&1 3. P)

4.3.2 Ektope Uberexpression der ING1-Isoformen

Die Uberexpression der zwei ING1-Isoformen §4% und p33‘*® wurde durch transiente
Transfektion der LN229-Zelllinie mit pCl-Plasmidewje in 3.2.4 beschrieben, erreicht. Als
Kontrolle diente zum einen die Transfektion miteginLeervektor und zum anderen alleinig mit
Lipofectamin€ behandelte LN229-Zellen, um Verénderungen dereRrspiegel, die mit der
Methode der Transfektion in Verbindung stehen kénntspater in die Auswertung und
Interpretation der Ergebnisse miteinbeziehen zunkin

Da die LN229-Zellen aufgrund eines fehlenden Awtikaresistenzgens des Vektors fir
eukaryontische Zellen nur transient transfiziertde® konnten, musste die Dauer der Transienz
bestimmt werden. Dies erfolgte mittels der West&lot Analyse von zwei, drei (nicht
abgebildet), vier und funf (nicht abgebildet) Tageh Transfektion hergestellten Proteinlysaten.
Wie in Abb. 4.3 zu sehen ist, sind die Banden deizednen ING1-lsoformen in den
entsprechend transfizierten Zellen erh6ht, waslfig vermehrte Vorhandensein der jeweiligen
ING1-Proteine, also deren ektope Uberexpressiod,damit fiir eine erfolgreiche Transfektion
spricht. Bei den mit dem Vektor p@NGlatransfizierten Zellen kommt es zu einer Erh6hung
der p4T'®*2 entsprechenden Bande und bei p0G1b zur Verstarkung der Bande, die p&3°
entspricht. Am vierten Tag nach Transfektion ist Bxpression der einzelnen ING1-Isoformen
zwar noch erhoht, sie werden aber geringer exprinaés zwei Tage zuvor, was an den
schwéacheren Banden zu erkennen ist. Am funftennBay der Transfektion war die Expression

nur noch schwach erhéht (nicht abgebildet).
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Durch die Uberexpression der einzelnen Isoformennt® gleichzeitig die Spezifitat der
benutzten CAb-Antikdrper bestatigt werden, da bsi @ransfektion mit einem der Plasmide
eine hohere Detektion der entsprechenden Bandé diegcCAb-Antikorper zu beobachten war.

Zwei Tage nach Transfektion Vier Tage nach Transfektion

e _ -

4 -;.D\ Gjﬂ'
31\ Glb ___y
leer leer

Abb. 4.3 Die Western Blot-Analyse zeigt die vermehrte Expi@s der einzelnen ING1-Proteinisoformen zwei
Tage nach Transfektion und damit die erfolgreiclhan$fektion. Bei Zellernte vier Tage nach Transtektund
anschlieBender Western Blot Analyse ist eine Abnaltieser vermehrten Expression zu beobachten. leer =
Transfektion der LN229-Zellen mit Leervektor, 1amt pCl ING1la 1b = mit pCIING1b

4.4  Bestimmung der in LN229-Zellen Apoptose-auslosendenSA-Konzentration und
-Expositionszeit

Die einzusetzende TSA Konzentration wurde zum emeridand der aktuellen Literatur [110,
111] ausgewadhlt, zum anderen wurde die TSA-Konas@otr und Dauer der Behandlung
bestimmt, bei der 50 % der in der vorliegenden Arberwendeten LN229-Zellen dem Zelltod
zugefuhrt wurden (L€). Zu diesem Zweck wurden Zellzyklusanalysen bei2P8tZellen
durchgefuhrt, welche unterschiedlich lange mit gkisdenen TSA-Konzentrationen behandelt
wurden und insbesondere der Anteil der Zellen belued, der sich in der subG1-Phase des
Zellzyklus befanden. Die Zellen wurden wie in 3.B&schrieben mit 0,2 uM, 0,5uM, 1 uM
(nicht abgebildet), 2 uM (nicht abgebildet) oden® (nicht abgebildet) TSA flir 4 h, 8 h oder
12 h behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandedieht transfizierte LN229-Zellen. Wie in
Abb. 4.4 zu sehen ist, wachst der Anteil der in sighG1-Phase des Zellzyklus befindlichen
Zellen mit steigender TSA-Konzentration. Durch west Konzentrationssteigerung bis zu 5 uM

TSA war nur noch eine geringe Steigerung diesesilsrtu erreichen (nicht abgebildet).
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Abb. 4.4 Die Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse zwnKentrationsbestimmung zeigt die Zunahme der
Zellfraktion, die sich in der subG1-Phase des X&llrs befindet nach 8-stiindiger Behandlung mit O\ TiSA
verglichen mit nicht behandelten Zellen. Eine weitéunahme dieses Zellanteils ist bei BehandlungOnsit M
TSA zu beobachten

Der Anteil der apoptotischen Zellen war nach 8 hAJERhandlung grofRer als nach 4 h
Behandlung (siehe Abb. 4.5). Bei langerer Inkubratier Zellen tber 12 h mit TSA konnte man

eine Abnahme der in der subG1-Phase befindlichdarzbeobachten.

Gl
- Gl
g 2 Gl 3
subGl 35% 1
a |subGl 68% w |subGl 28%
2 5
i
4 - 10°
EB
4 h TSA 8h TSA 12h TSA

Abb. 4.5 Die Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse Bastimmung der Behandlungsdauer zeigt, dass nach 8-
stundiger Behandlung der LN229-Zellen mit 0,5 uM T&& Anteil der Zellen, die sich in der subG1-Phdss
Zellzyklus befinden, gré3er als nach 4 h, aber gwoéRer als nach 12 h Inkubation der Zellen mitpfVb TSA ist.

Da das Ziel dieser Arbeit die Untersuchung der miaten Wechselwirkung zwischen ING1
und TSA und deren Auswirkung auf die Apoptose umdhigeer auf den durch TSA induzierten
Wachstumsstillstand in GBM ist, wurde die TSA-Konization und die Dauer der Behandlung
gewahlt, bei deren Kombination 50% - 80% der Ze#dpoptotisch waren. Dieses Kriterium war
bei einer 8-stindigen Behandlung mit 0,5 uM TSAllrf Diese TSA Dosis im nM Bereich

64



wird regelmafdig inn vitro Experimenten angewandt [110, 111]. Entsprechendieviiir die
folgenden Experimente die 8-stiindige BehandlundrbiuM TSA ausgewahilt.

Die Wirkung von TSA auf LN229-Glioblastomzellen isbch nicht beschrieben. Da die in
LN229-Zellen vorkommenden, fiur Glioblastomzellerpischen Verdnderungen Proteine wie
p53, pl4™F oder p18'“? betreffen, die in Signalwege involviert sind, wwedc fir die
antiproliferative Wirkung von TSA mitverantwortlickind, bestand die Mdglichkeit, dass die
LN229-Zellen fur TSA nicht sensibel sind. Jedocimkie in LN229-Zellen der Uber Rezeptoren
induzierte Weg der Apoptose, welcher die Aktivieguer Caspasen 3 und/oder 8 beinhaltet,
nachgewiesen werden [113, 114]. Diese sind als idgemproapoptotischer Effekte von TSA in
Krebszellen einschlie3lich GBM-Zellen bekannt [1101].

Die apoptotische Wirkung von TSA konnte Durchflygemetrisch nachgewiesen werden (siehe
Abb. 4.4 und 4.5). In Abb. 4.4 sieht man, dass siohGrof3teil der Zellen (68%) nach 8 h TSA-
Behandlung in der subG1-Phase des Zellzyklus befirgei den unbehandelten Zellen dagegen
befinden sich die meisten Zellen in der G1-Phaséidlich 5% besitzen einen zur subG1-Phase
passenden DNA-Gehalt. Hierbei handelt es sich wmedsten Daten, die zeigen, dass TSA in
malignen LN229-Glioblastomzellen unter den in derliegenden Arbeit ermittelten Zeit-Dosis-

Bedingungen Apoptose induzieret.

4.5 Die Wirkung von TSA auf die Aktivitat der HDAC in L N229-Zellen

Die HDAC-AKktivitat, die in normalen Zellen durchediirkung von TSA gehemmt wird, wurde
fur das vorliegende Modell mit einem HDAC-,Assayédtimmt. Mit der Verwendung dieser
Methode konnte man die TSA-Wirkung in LN229-Zellemabhangig und zusétzlich zur
Bestimmung der Expression von acetylierten Histofséehe4.6.1.] Gberprufen. Der HDAC-
LAssay” wurde wie vom Hersteller empfohlen und i2.8 beschrieben durchgefihrt. Mit einem
Photometer wurde die OD bei 405 nm gemessen, wealcheproportional zur HDAC-AKktivitat
verhalt. Zun&chst wurde mit Hilfe des mitgeliegertdeacetylierten Color de LY Standards
eine Standardkurve erstellt (siehe Abb. 4.7).

4.5.1.1 Standardkurve
Ein im ,Kit* enthaltener deacetylierter Color de 4’y Standard wurde mit dem mitgelieferten
Puffer zu sechs verschiedenen Konzentrationen wetdi® uM, 12,5 pM, 25 uM, 50 puM, 100
UM und 200 uM). Jeweils 50 pL des verdiinnten CdiLys™ Standards wurden mit 50 pL
des Color de Lys" Entwicklers gemischt und fiir 10 min bei 37 °C ihlart. Dann wurde die
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OD bei 405 nm gemessen und wie in Abb. 4.6 darlieist@inem Koordinatensystem gegen die
jeweilige Konzentration des Color de [{sStandards aufgetragen. Die OD nimmt proportional
mit steigender Konzentration des deacetylierteroCdé Lys" Standards zu. An Hand dieser
Kurve konnte die gemessene Extinktion unserer Prabeer bestimmten Konzentration des
deacetylierten Color de LY% Standards zugeordnet werden, die der Menge desh diie

jeweilige Probe umgesetzten Color de 1¥/Substrats entspricht.

Standardkurve

07 -
06 -
0,5 -
04 -
03 -
02 -
011
0 T T T 1
0 50 100 150 200

deacetylierter Standard (M)

OD bei 405 nm

Abb. 4.6 Die Standardkurve des HDAC-,Assay“ zeigt die steidge OD bei steigender Konzentration des
deacetylierten Standards. An Hand der Standardkkavwe die Menge umgesetzten Substrats durch HDAC und
damit die HDAC-Aktivitat der untersuchten Protesdye der LN229-Zellen abgelesen werden.

4.5.1.2 Proteinkonzentration fir den HDAC-,Assay”
Um die einzusetzende Proteinkonzentration zu bestim bei der ausreichend HDAC-Aktivitat
vorhanden ist, um das Color de [YsSubstrat zu deacetylieren, wurde der HDAC-,Assay"
einmalig mit zwei verschiedenen Proteinkonzentredio (20 pg und 40 pg) durchgefihrt. Bei
dem Einsatz von 20 pg Protein kann im Vergleich dagativkontrolle eine ausreichend hohe
OD messen (siehe Abb. 4.7). Somit kann man beiedi&onzentartion von einer fur die
Deacetylierung ausreichenden HDAC-Aktivitdt ausgeh&/ie in Abbildung 4.7 zu sehen ist,
wurde durch eine hohere Konzentration die OD unchidaie Deacetylierung des Color de
Lys™ Substrats vermindert und die Entscheidung fiir 8reeinkonzentration von 20 pg zur
Messung der HDAC-AKktivitat in Proteinlysaten aus229-Zellen mittels des HDAC-,Assay"

gestutzt.
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Abb. 4.7 Der HDAC-,Assay" mit zwei verschiedenen Proteinkentrationen zeigt eine zur Messung der HDAC-
Aktivitat von Proteinlysaten von LN229-Zellen aushteend hohe OD bei einer Proteinkonzentration voug. Bei
einer Konzentration von 40 g ist eine leichte Aima der OD zu beobachten. Das HelLa-Kernextrakt siig

ungefahr fuinffach héhere OD.

4.5.1.3 HDAC-Aktivitat nach TSA-Behandlung in LN229-Zellen
Die Wirkung von TSA auf die Aktivitat von HDAC1 undHDAC2 ist fur LN229-
Glioblastomzellen bisher nicht publiziert.
Je hoher die HDAC1- beziehungsweise HDAC2-Aktivétter Probe ist, desto starker wird das
Color de LysS™ Substrat deacetyliert und desto hoher ist, dureh dermehrten gelben
Farbumschlag nach Zugabe des Color dé'\.ntwicklers, die gemessene OD bei 405 nm.
Proteinlysate aus LN229-Zellen, die mit TSA behdindaren, zeigten im HDAC-,Assay" wie
in Tabelle 4.1 dargestellt eine verminderte OD imrgleich zu Proteinlysaten unbehandelter
LN229-Zellen. Das spricht fur die verminderte HDARtivitdét nach TSA-Behandlung und
somit fir die wirksame Hemmung der HDAC1 und/od&A€2 durch TSA.
Bei dem Hela-Kernextrakt konnte man eine ungeféhffich hohere OD verglichen mit den
unbehandelten LN229-Zellen messen, was fur die reeteahohe HDAC-Aktivitat dieser Zellen
spricht.
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Tab. 4.1 Beispiel der gemessenen Extinktionen eines HDAGsgy"

1. Wert 2. Wert Mittelwert
(OD be1 (OD be1 (OD bei  |Standardabweichung
Probe 405 nm) 405 nm) 405 nm)
[LN229 (unbehandelt) 0,15 0,144 0,147 0,00424264
[LN229+8h 0,5 uM TSA 0,117 0,115 0,116 0,00141421
HeLa (Positivkontrolle) 0,726 0,804 0,765 0,05515433
Puffer (Negativkontrolle) 0,053 0,053 0,053 0

Tab. 4.1 zeigt die Doppelbestimmung der Extinktionen vorot@inlysaten aus unbehandelten und mit TSA
behandelten LN229-Zellen. Die unbehandelten Zefleigen eine hdhere OD bei 405 nm und damit einetadh
HDAC-Aktivitat als die mit TSA behandelten Zellebie HeLa-Kernextrakte zeigen eine ungefahr finffadhere
HDAC-AKktivitéat verglichen mit den unbehandelten LA®2Zellen.

In vier weiteren unabhangig und mit unterschiediichiProteinlysaten durchgefuhrten ,Assays
konnte die Abnahme der HDAC-AKktivitat in Zellenediber 8 h mit 0,5 puM TSA behandelten
waren, im Vergleich zu unbehandelten LN229-Zellsstétigt werden (siehe Tab. 4.2 und Abb.
4.8). Trotz einer gewissen Schwankung der Extimsieerte zwischen den einzelnen Versuchen,
war die Abnahme in vier Versuchen reproduzierbae. fpozentualen Abnahmen der Extinktion
bei 405 nm betrugen 13%, 26%, 18% und 26% (sielbe 4:2). Hiermit ist bestatigt, dass TSA
in LN229-Zellen die Aktivitat der HDAC1 und/oder HNT2 reduziert beziehungsweise in
LN229-Zellen wirksam ist.

Tab. 4.2 HDAC-,Assays" mit Proteinlysaten von mit TSA bettkelten und unbehandelten LN229-Zellen

1. Wert 2. Wert | Mittelwert Abnahme der
(OD bei (OD bei (OD bei HDAC-AKktivitat
Proben 405 nm) | 405 nm) 405 nm) [Standardabweichung| nach TSA (%)
ILN229 - 0,074 0,075 0.0745 0.00070711
LN229+ 0,065 0,065 0,065 0 13
LLN229 - 0,15 0,139 0,1445 0,00777817
LLN229+ 0,117 0,097 0,107 0,01414214 26
LN229 - 0.131 0,125 0,128 0,00424264
LN229+ 0,107 0,104 0,1055 0,00212132 18
LN229 - 0,199 0,181 0,19 0,01272792
LLN229+ 0,139 0,143 0,141 0,00282843 26

Tab. 4.2 zeigt die photometrisch bei 405 nm bestimmtenriktibnen der vier in Abb. 4.8 dargestellten HDAC-

»JAssays”. Aus der Tabelle sind Mittelwert und Starghbweichung der Doppelbestimmungen abzulesenezie
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Spalte der Tabelle gibt die prozentuale Abnahme Eldinktion und damit der HDAC-Aktivitdt nach der 8
stindigen Behandlung mit 0,5 pM TSA (+) verglicheihumbehandelten (-) LN229-Zellen an.

LN229 - LN229+
1. Versuch
HDAC-"Assay" (Mittelwert. 0,0745 0.065
0D be1 405 nm)
0,2 - 2. Versuch
WRER (Mittelwert, 0,1445 0.107
0.16 - [ _ 0D bei 405 nm)
0.14 4 0,13425 3. Versuch
T 012 \ T 0104625 (Mittelwert, 0.128 0.1055
£ 01 0D be1 405 nm)
S 0,08 A l 4. Versuch
0,06 (Mittelwert, 0.19 0.141
0,04 A OD bei 405 nm)
0,02 - Mittewert
0 . . (Mittelwert, 0,13425 0,104625
LN229 - LN225+ 0D be1 405 nm)
Proben Standardabweichung| 004768735 [0.03108959

Abb. 4.8 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen @& von den vier, in Tab 4.2 dargestellten,
unabhéngig voneinander durchgefihrten HDAC-,Assay#"verschiedenen Proteinlysaten aus unbehandgHen

und mit TSA behandelten (+) LN229-Zellen.

4.6 Acetylierung der Histone H3 und H4 in LN229-Glioblastomzellen nach TSA-
Behandlung

Die durch TSA vermittelte Hemmung der HDAC1 und HDZ die fur das vorliegende
Zellmodell mittels HDAC-,Assay” bestatigt werden rktte (siehe4.5.1.3, fuhrt zu einer
gesteigerten Acetylierung der Histone H3 und H4.[Pie acetylierende Wirkung von HDACI
wie TSA kommt durch verminderte Deacetylierung aode und ist sowohl in normalen Zellen
als auch in transformierten Zellen nachzuweisen7{129]. Des Weiteren acetylieren
beziehungsweise deacetylieren die mit ING1 assteiie HAT- und HDAC-Komplexe
hauptséachlich die Histone H3 und H4 [21]. Der Neeis von acetyliertem Histon H3 und H4
erfolgte mit Hilfe der Western Blot Analyse, um meiher vom HDAC-,Assay“ unabhangigen
Methode die TSA-Wirkung sicherzustellen. Dazu wardee Zellen wie in 3.2.1 beschrieben mit
TSA behandelt und acetyliertes H3 und H4 mittelsi&a Blot Analyse detektiert.

4.6.1.1 Histon Western Blot
In Abb. 4.9 kann man bei durch [3-Aktin bestatigtgeichgeladenen Proteinmengen bei den
Proteinlysaten aus mit TSA behandelten Zellen inmglééch mit den unbehandelten Proben
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starkere Banden bei 17 kDa beziehungsweise 10 &bans die einer Erhéhung des acetylierten
Histons H3 beziehungsweise H4 entsprechen. Duelgldichmalligen (3-Aktin-Banden konnte
eine Wirkung von TSA auf die allgemeine Proteinegsion ausgeschlossen werden. Die
eindeutige Vermehrung der acetylierten Histone H@ H4 nach der Behandlung der Zellen mit
TSA konnte in mehreren unabhangigen Experimentechgewiesen werden. Die von uns
ermittelte Dosis und Behandlungsdauer von TSA &mmiach in LN229-Glioblastomzellen
wirksam. Diese Daten bestatigen unsere Ergebnissgchtlich der durch TSA vermittelten
Hemmung der HDAC-AKktivitat (sieh£.5.1.3 und gehdéren zu den ersten Daten, die zeigen, dass

TSA den Acetylierungsgrad der Histone in malign&®2P9-Glioblastomzellen verandern kann.

B-actin —» m
ac 3 —>» - ’ - — —
wrn e | ——— —

- + - + - +

Abb. 4.9 Der Western Blot mit drei unabhangig voneinandegéstellten Proteinlysaten aus unbehandelten (-)
beziehungsweise behandelten (+) LN229-Zellen vdlidatidie vermehrte Detektion von acetylierten tdisen H3
(ac. H3) und H4 (ac. H4) nach Behandlung von LN228en mit TSA (+) verglichen mit unbehandelten LI922

Zellen (-). Die nahezu gleich starken R-Aktin-Banden sprechegléichmé&Rig geladene Proteinmengen.

4.7 Die endogene Expression der ING1-Isoformen nach TSBehandlung in LN229-
Zellen

Es ist bekannt, dass TSA die Expression vieler Gemahl induziert, als auch reduziert [88, 91,
122]. Es kommt zur Aktivierung der Transkription nvaumorsuppressoren WIEDKN2A
(p168™%?) [106] und Signalwegen der Phosphoinositolphosiset, die PTEN aktivieren [107].
Auch die Aktivierung von p21* spielt bei der antiproliferativen Wirkung von T®#ne Rolle
(siehe 1.2.8). Die durch TSA ausgeloste Apoptasaurch ihre Abhangigkeit von Mechanismen
der Histonacetylierung charakterisiert. Da  sowdhbhktionelle als auch strukturelle
Wechselwirkungen zwischen ING1 mit HAT- und HDACdKplexen bekannt sind, wie
beispielsweise die vermehrte Assoziation von'"\§38 mit HAT-Komplexen oder p4'f°*?
welches eher mit HDAC-Komplexen in Verbindung st¢bi], wurde die Expression der
verschiedenen ING1-Isoformen in LN229-Zellen naedtiddiger Behandlung mit 0,5 uM TSA

mit Hilfe der Western Blot Analyse untersucht.
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Wie in Abb. 4.10 zu sehen ist, konnten mit Hilfe @Ab-Ak sowohl p4#¢*2als auch p3%c*®
konstant nachgewiesen und damit die Expressiorediesiden Isoformen in LN229-Zellen
wiederholt bestatigt werden. Des Weiteren kann rhaabachten, dass die J¥7*Spiegel
durch TSA in unterschiedlicher Weise beeinflusstdea, wahrend bei der p33*-Expression
nach TSA-Behandlung wiederholt ein signifikantersAag nachweisbar war - nach Einwirkung
des Histondeacetylaseinhibitors TSA sieht man @meleutige Verstarkung der Bande, die
p33NC entspricht. Diese Beobachtungen konnten in insgesaht Experimenten bestatiget
werden. Die vorliegenden Daten zeigen, dass TSAedieelnen Splei3varianten von ING1

unterschiedlich beeinflusst.

B-actin —™ -----'
S -
.

.- N ) N i N B

Abb. 4.10 Der Western Blot zeigt bei drei unabhangig voneilearhergestellten Proteinlysaten aus LN229-Zellen
eine Erhdéhung der endogenen I;’J\g’élb—Expression nach 8-stiindiger Behandlung der Zellgrofd uM TSA (+)
verglichen mit unbehandelten LN229-Zellen (-) berah R-Aktin bestétigten gleichgeladenen Proteirgean Bei
der ING1-Isoform p4L?lGlb sind unterschiedliche Effekte festzustellen - ndeln TSA-Behandlung (+) ist die

p47|NG13-Expression verglichen mit unbehandelten LN229-&fel}) erhdht (Bahn 1 und 2), erniedrigt (Bahn 3 und

4) oder unverandert (Bahn 5 und 6).

Die vorliegenden Ergebnisse sprechen fiir eine midglzusammenarbeit von TSA und P53
bei der Induktion der Apoptose, denn zum einentfdie TSA-Behandlung der LN229-Zellen
wie in 4.4 erlautert zur Apoptose, zum anderen windch TSA die Expression von %3
induziert. Die Erhthung von p3%'® kénnte demnach Mitursache fiir die durch TSA awsgel

Apoptose sein.

4.8 Die Wirkung von TSA auf LN229-Zellen mit ektoper Uberexpression der ING1-

Isoformen

Nachdem die vorliegenden Ergebnisse gezeigt hatiess endogenes p%3® durch TSA
induziert wird (siehe 4.7) und, dass diese Veranugen der ING1-Proteinexpression mit der in
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LN229-Zellen durch TSA erhthten Apoptoserate (siélde korrelieren, stellte sich als nachstes
die Frage, ob die Expression von ING1 durch TSAhand N229-Zellen, die die ING1-Proteine
uberexprimieren, verandert wird. Zu diesem Zweckrden Western Blot Analysen mit
verschiedenen Proteinlysaten durchgefuhrt. Es hndeh um Lysate aus LN229-Zellen, die
mit unterschiedlichen Vektoren wie in 2.2.4 besslein transfiziert waren. Abb. 4.11 |. und
Abb. 4.11 Il. zeigen, dass die Transfektion mit G 1azur Uberexpression von p¥7*?und
von pClING1bzur Uberexpression von p38™filhrt. Die gelungene Transfektion konnte durch
die jeweils starkeren Banden, die P$3° und p4#'“*?entsprechen damit wiederholt bestatigt
werden (siehe auch 4.3.2). Als Kontrolle dientenzeinen ein Proteinlysat aus Zellen, die mit
einem Leervektor transfiziert waren und zum andexenlLysat aus untransfizierten LN229-
Zellen, die nur mit dem Transfektionsreagenz Liptenin€ behandelt waren. Alle fiinf
Zellproben waren einmal Uber 8 Stunden mit 0,5 uBlATinkubiert und blieben einmal
unbehandelt.

Die gleichmalligen Banden bei 39 kDa (siehe Abb). ih.Abb. 4.11 I. und 4.11 II. entsprechen
dem Protein 3-Aktin und beweisen die einheitlickagenen Proteinmengen. Wie in 4.7 bereits
besprochen, kann man auch hier bei der untrandérnieLN229-Kontrollzelllinie, die mit
Lipofectamin€ behandelt ist, bei Inkubation tiber 8 Stunden nfitfM TSA einen Anstieg der
Expression von p3¥** beobachten. pA¥?ist sowohl bei den Lipofectamifi&kontrollen mit
und ohne TSA-Behandlung als auch bei den Proteitéys aus LN229-Zellen mit ektoper
p33NCE.berexpression und aus den mit dem Leervektorsfidiarten LN229-Zellen nur
schwach zu erkennen, was die in 4.2 besprochenminderte Expression von pZ7'®in
LN229-Zellen bestatigt.

Nach Transfektion mit dem Vektor p@NGla konnte man nach Behandlung mit TSA eine
Zunahme der p4'¥°'? entsprechenden Bande beobachteten, was fiir eln&tion von p4#¢2
spricht. Die Verstarkung der Bande bei 30 kDa hei ektopen Uberexpression von p&#
kommt durch ein Abbauprodukt von p¥7? zustande (Korrespondenz mit Prof. K. Riabowol,
Department of Biochemistry and Molecular Biologyda®ncology, Southern Alberta Cancer
Research Centre, University of Calgary). UnsereeDakigen, dass die beiden Hauptisoformen
der ING1-Proteinfamilie nach ihrer ektopen Uberession in LN229-Zellen und 8-stiindiger
Behandlung mit 0,5 uM TSA stabilisiert beziehungseenduziert werden.
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Abb. 4.11 I. und Il. Die zwei unabhangig voneinander, mit unterschibdin Proteinlysaten durchgefiihrten

Western Blots zeigen die Stabilisierung beziehungswimduktion der zwei Hauptisoformen von ING1 I[J)\Lgb

und p4J7NGlain LN229-Zellen mit ektoper Uberexpression dergdigen Isoform nach der Behandlung der Zellen

mit 0,5 uM TSA (+) verglichen mit unbehandelten [292Zellen (-). leer = Transfektion der LN229-Zellgrit
Leervektor, 1a = mit pANG1a 1b = mit pCIING1b

Abb. 4.11 I. und II. vermitteln den Eindruck, daks 8-stindige Behandlung mit 0,5 uM TSA
nach der Transfektion mit dem Vektor pSIG1bdie p33'®**-Expression nicht beeinflusst. Die
Banden bei 30 kDa sind beide so stark, dass eitentielle Induktion von p33°® durch TSA

in diesem Western Blot nicht erfasst werden kanamhdd wurde dieses Experiment wiederholt
und es konnten in mehreren unabhdngig voneinandechgefiihrten Western Blots eine
Induktion von p33'°™ nach 8-stiindiger Behandlung mit 0,5 M TSA nacligsen werden
(siehe Abb. 4.12).
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Abb. 4.12 zeigt in drei unabhé&ngig voneinander und mit wdeiedlichen Proteinlysaten durchgefuhrte Western

Blots die Induktion von pé 610in LN229-Zellen mit ektoper Uberexpression von 'B'§§ nach TSA-Behandlung

(+) verglichen mit unbehandelten Zellen (-).

Zusammenfassend kann man feststellen, dass TSAbalden Hauptisoformen von ING1
p33N¢ und pa 1% in LN229-Zellen, die mitNGlaoderING1btransfiziert sind, stabilisieren

oder sogar induzieren kann.

4.9 Die Wirkung von TSA auf den Zellzyklus von LN229-Zden mit ektoper
Uberexpression der ING1-Isoformen

Da TSA Apoptose in LN229-Zellen verursacht (siehd)4und ING1 in die Apoptose
verschiedener Tumorzellen involviert ist [24], wend erneut Durchflusszytometrische
Messungen durchgefiihrt, um festzustellen, ob dieGINProteine in den gleichen
Apoptosesignalweg involviert sind, Uber den TSA theisten seiner Wirkungen austbt. Es
stellte sich die Frage, ob die Stabilisierung dd&G1-Proteine durch TSA in LN229-Zellen, die
mit INGlaoderING1btransfiziert waren (siehe 4.8), die Apoptosertaegyern wirde. Wenn die
ING1-Proteine und TSA Uber unterschiedliche Apopsignalwege wirken, so wirde man eine
Erhoéhung der Apoptoserate bei TSA-Behandlung uettigteitiger Uberexpression der ING1-
Proteine verglichen mit der TSA-Behandlung oder deerexpression alleine erwarten. In drei
unabhangigen Experimenten wurde der Prozentsatindbsr subG1-Phase befindlichen Zellen
von transfizierten, nicht transfizierten, von TSAehlandelten und unbehandelten Zellen
verglichen. Bei den untersuchten Zellen handeltesiee um nicht transfizierte oder nicht
transfizierte und mit Lipofectamificbehandelte LN229-Zellen, solche die mit gRiG1a oder
pCIl ING1lbund Zellen, die mit einem Leervektor transfiziedrden. Sie wurden wie i8.2.9.2
beschrieben weiter behandelt.

Tab. 4.3 zeigt anhand von drei durchgefiihrten \@sn erneut (siehe 4.4) den apoptotischen
Effekt, den TSA auf LN229-Glioblastomzellen hat.eBer Effekt ist an der deutlichen
Steigerung der in der subGl-Phase des Zellzyklusnddiehen Zellen nach 8-stindiger
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Behandlung mit 0,5 uM TSA zu sehen (siehe Tab.. D&se TSA Wirkung konnte sowohl in
nicht transfizierten als auch in mit p@Gla beziehungsweise pGNG1b beziehungsweise
einem Leervektor transfizierten Zellen beobachtetden. Nach TSA-Behandlung fand eine
durchschnittliche Steigerung der apoptotischenefiellm das 4,3-fache statt. Es ergab sich
allerdings kein Unterschied im Ausmald der Erhdhamgschen den mitNG1, mit einem
Leervektor transfizierten oder nicht transfizierteeziehungsweise nicht transfizierten und mit
Lipofectamin& behandelten Zellen. In drei unabhéngig voneinaddechgefiihrten Versuchen
konnte keine reproduzierbare Korrelation zwischektoger ING1-Uberexpression und
proapoptotischer TSA-Wirkung festgestellt werdemasDkénnte bedeuten, dass die ING1-
Proteine in einem durch TSA beeinflussbaren Apasiomalweg agieren.

Des Weiteren ist in Tab. 4.3 der Anteil der Zellemre sich in der G1-Phase des Zellzyklus
befinden, dargestellt. Nach der Behandlung der l9N2@lllysate mit 0,5 uM TSA war sowohl
in den transfizierten als auch in den Kontrolllgsateine Verminderung dieses Anteils

festzustellen.

Tab. 4.3 Durchflusszytometrisch gemessener Anteil dereén subG1- und G1-Phase des Zellzyklus befindlichen
LN229-Zellen bei ektoper Uberexpression von”ﬁ@éb oder p4J}\'Glaund nach TSA-Behandlung

Probe 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch
subG1l / G1 (%) subGl / G1 (%) subG1 / G1 (%)
LN229 - 39-7{,:;1 3 /68
IN229 + = 29 /60
Lipofectamine” - x44 518 /36
Lipofectamine” + =80 /7
leer - 332 19 /61 Fota 7 /67 27215 /30
leer + > 43 /44 > 38/45 >~ 88 /3
la - L0 51/29 s 7 /56 P15 /32
la+ ™ 52 /30 Y 29 /45 Y 75/7
1b - 44 /29 9 /54 16/ 33
1b + *20, 88 /6 268, 23 /50 0 7977

Tab. 4.3 stellt die Ergebnisse von drei unabhéngig voneiaanthd mit unterschiedlichen LN229-Zellproben
durchgefiihrten Durchflusszytometrischen Messungem die Tabelle gibt sowohl die subG1- als auch @ie

Phase des Zellzyklus wieder. Die Vermehrung derpttischen Zellen bei fast allen Zellproben nachr de
Behandlung mit 0,5 uM TSA (+) verglichen mit unbeti@iten LN229-Zellen (-) ist eindeutig abzulesene(di
Zahlen an den Pfeile(S) geben den Anteil der apoptotischen Zellen nach-B8Aandlung als Vielfaches der
apoptotischen Zellen ohne TSA-Behandlung wieder)r Beteil der Zellen in der G1-Phase ist, da die

apoptotischen Zellen direkt aus der G1-Phase kommemrh TSA-Behandlung vermindert. Eine Ausnahmédestel

die Zellproben mit ektoper Uberexpression von"ﬂﬁlla (1a) des ersten Versuches dar — hier handeltcesirsi
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Anbetracht der restlichen in der Tabelle dargdstelErgebnisse am wahrscheinlichsten um eine Fefirfirmung.
leer = Transfektion der LN229-Zellen mit Leervektba = mit pCING1a 1b = mit pCIING1b

4.10 Die Wirkung von TSA auf die Histonacetylierung in LN229-Zellen mit ektoper

Uberexpression der ING1-Isoformen

Die Mikroinjektion von p3%'“'® filhrte bereits in menschlichen Fibroblasten zusperzifischen
Acetylierung der Histone H3 und H4 [21]. Daher Istekich die Frage, ob die ING1-Proteine
auch einen synergistischen Effekt auf die durch M8Aursachte Acetylierung der Histone H3
und H4 hatten. Zu diesem Zweck wurden in WesteonisBllie Banden bei 17 kDa (acetyliertes
H3) und bei 10 kDa (acetyliertes H4) mit und ohnstiéhdiger Behandlung mit 0,5 uM TSA
von Proteinlysaten aus transfizierten und untraresten LN229-Zellen verglichen. In Abb. 4.13
wurden dieselben Proben wie Abb. 4.11 Il. bentbb. 4.13 zeigt erneut (siehe Abb. 4.9) den
eindeutig erhdhten Acetylierungsgrad der Histoneudd H4 bei allen mit TSA behandelten
Proben und bestatigt damit die Wirksamkeit von TiBAN229-Zellen. Sowohl bei 17 kDa als
auch bei 10 kDa kann man bei Uberexpression volf'§47und auch von p3¥*® dickere
Banden entsprechend vermehrtem Vorhandensein vetyliactem H3 beziehungsweise H4
nach TSA-Behandlung verglichen mit nicht transfiga Zellen beobachten. Die TSA
Behandlung und die Uberexpression der ING1-Protéiieen demnach zusammen zu einer
starkeren Acetylierung der Histone H3 und H4, asTBSA-Behandlung alleine. Zwischen der
Uberexpression von p3%' und der Uberexpression von p#72 war in Hinblick auf die
beschriebene synergistische Wirkung jedoch keinetdohied festzustellen. Dieser Effekt ist

demnach nicht isoformabhangig.

f-actin —* ..ﬂ
ac. H3 —> S -h--.

ac. H4 —*» - -—

leer la 1b

Abb. 4.13 In diesem Western Blot ist das vermehrte Vorhaneiander acetylierten Histone H3 (ac. H3) und H4
(ac. H4) nach TSA-Behandlung (+) verglichen mit urbalelten Zellen (-) bei allen drei Proteinlysaten

festzustellen. Des Weiteren wird hier deutlich, sdasach TSA-Behandlung und gleichzeitiger ektoper

Uberexpression von pg\?lb (1b, +) beziehungsweise p'%?la (1a, +) eine starkere Vermehrung der acetylierten
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Histone H3 (ac. H3) und H4 (ac. H4) verglichen mileiniger TSA-Behandlung stattfindet (leer, +).rlee
Transfektion der LN229-Zellen mit Leervektor, 1anit pCl ING1la 1b = mit pCIING1b

4.11 Die Wirkung von TSA auf den Zellzyklus von LN229-Zdlen mit reduzierter
ING1-Expression

Verschiedene Vorarbeiten haben gezeigt [2, 3], dhssSING1-Expression in Gliomen mit
ansteigendem Malignitatsgrad abnimmt. In Glioblasta konntdNG1 nur selten nachgewiesen
werden. Um ein fur dieses Charakteristikum von ING#&ziehungsweise von GBM
reprasentatives Arbeitsmodell zu erhalten, und desidhe mit Zellen, die bestimmte Proteine
Uberexprimieren, anfallig fir Artefakte sind, wund&ir die folgenden Untersuchungen Zellen
verwendet, in denen die Expression der ING1-Pretearmindert ist. Hierbei handelt es sich um
LN229-Zellen, die mit der siRNA-Sequenz fur das gammame Exon voiNG1 (Exon 2, siehe
Abb. 1.1) stabil transfiziert sind, so dass all&asmen vonNG1 vermindert exprimiert werden.
Als Kontrolle diente die stabile Transfektion rAGFP siRNA. Durchflusszytometrisch wurden
Proteinlysate der mit MG1 transfizierten Zellen und der Transfektionskoéraintersucht und
der Anteil der Zellen, die sich in der SubG1-Phdee Zellzyklus befanden mit und ohne 8-
stindiger Behandlung mit 0,5 pM TSA verglichen. R292Zellen, die mit $NG1 stabil
transfiziert waren, zeigten im Vergleich zu Konlzellen, die mit SEGFP stabil transfiziert
waren eine geringere Empfindlichkeit gegentber T®4e in Abb. 4.14 zu sehen, erhohte TSA
in den Kontrollzellen den Prozentsatz der in Apspttefindlichen Zellen um das 12-fache,
wohingegen in den mit ING1 transfizierten Zellen nur in 3,8 mal so vielen Zallder
programmierte Zelltod induziert wurde. Das Ausmaf &erminderung der Apoptoserate nach
TSA durch die Herunterregulierung vodNG1 variierte durchaus in verschiedenen
Experimenten. Allerdings konnte in zwei getrenmeimander mit $NG1 transfizierten LN229-
Zellpools wiederholt die erhéhte Resistenz gegeniilee durch TSA ausgeldsten Apoptose

nachgewiesen werden.
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Abb. 4.14 Effekt von TSA auf den Zellzyklus vonEBFP- und sING1-LN229-Zellen: im Vergleich zu der
Transfektionskontrollzelllinie E#GFP-LN229 (sEGFP) findet eine geringere Steigerung (um das 3,8fastadt um
das 12fache) der Apoptoserate bei VerminderungIM@il in LN229-Zellen (dNG1) nach der TSA-Behandlung

statt.

4.12 Die Wirkung der verminderten ING1-Expression auf den FADD-Caspase-3-
Signalweg der Apoptose in LN229-Zellen

Der erste Schritt auf dem extrinsischen Apoptoseiseglie Assoziation des ,tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL)trseinen beiden Todesrezeptoren DR4 und
DR5. Die aktivierten ,death“-Rezeptoren (DR) ak#ren FADD. FADD wiederum aktiviert
Caspase 8, die dann weitere Caspasen, beispiets@aipase 3 aktivieren kann [123]. Der zur
Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) gehoérige émbptose induzierende Ligand TRAIL
hat durch seine starke antitumurdse Aktivitdt urgkine geringe Zytottoxizitdt gegenuber
normalen Zellen und Geweben Aufmerksamkeit errégd]. Die 32 kDa schwere Caspase 3
spielt eine Schlisselrolle bei den letzten Schrittes Apoptosesignalweges (siehe Abb. 5.1). Da
der Caspase-3-Signalweg der Apoptose auch in neadigdliomen einen der Hauptsignalwege
der proapoptotischen TSA-Wirkung [103] reprasentiend weil die durch ING vermittelte
Apoptose sowohl in anderen Malignomzellen, als aimchnormalen Zellen gemanR aktueller
Berichte mit Caspase-(8-)Aktivierung in Verbindumggbracht wird [34, 39], wurden die
endogenen Proteinspiegel von Procaspase 3 undeatdivCaspase 3 sowie von FADD mittels

Western Blot in Proteinlysaten von TSA-behandelied nicht behandelten LN229-Zellen mit
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reduzierter und erhohtéNG1-Expression untersucht, um der Frage nachzugehamymvdie
reduzierteING1-Expression in LN229-Zellen zu der erh6hten Resistgegenuber dem durch
TSA ausgeldsten programmierten Zelltod fuhrt (siélid).

Abb. 4.15 zeigt verminderte Proteinspiegel sowad Brocaspase 3 als auch der aktivierten
Caspase 3in LN229-Zellen, die mit $NG1 stabil transfiziert sind im Vergleich zu
untransfizierten oder mit BGFP stabil transfizierten Zellen. Die verminderten gasespiegel
bei verminderter Expression von ING1 passen gutleuin 4.11 beschriebenen verminderten,
durch TSA vermittelten Apoptose in dieser Zelllinia die Caspasen in fast jedem Zelltyp eine
entscheidende Rolle bei der Apoptose spielen [12%). Die Inkubation mit TSA hat hier
offensichtlich keinen Einfluss auf die endogenenotéinspiegel der Procaspase 3
beziehungsweise aktivierten Caspase 3 - die Badderoben mit und ohne TSA-Behandlung
sind unter Bericksichtigung der leicht unterschaddin 3-Aktin-Banden etwa gleich stark.
Auch bei fast allen anderen Proben kann man kdihgarschied der Banden, die der Caspase 3
entsprechen, mit und ohne TSA-Behandlung feststeliene Ausnahme stellen die Proteinlysate
aus LN229-Zellen dar, die mit dem pCl VekttMG1b transfiziert sind. Bei der ektopen
Uberexpression von p3%™ scheint die TSA-Behandlung einen Effekt auf die gaas 3 zu
haben: nach 8-stiindiger Inkubation mit 0,5 uM T3#d glie Proteinspiegel der Procaspase 3
erniedrigt und der aktivierten Caspase 3 leichtlethwas fur einen leicht proapoptotischen
Effekt bei der Kombination TSA mit p8%™Uberexpression im Vergleich zu der
Leervektorkontrolle spricht. Die Verminderung deoéaspase 3 kann man auch bei den drei
Kontrollzelllinien beobachten.

Da FADD in der Kette der Apoptose einleitenden gmesse direkt vor der Caspase-Kaskade
liegt [138], wurden als nachstes die FADD-Proteiegpl mittels Western Blot Analyse
untersucht, um auch hier die Wirkung der vermirelertNG1-Expression zu erfassen. Wie
anhand der Abb. 4.15 festzustellen ist, ist FADDLIN229-Zellen, die ING1 vermindert

exprimieren ebenfalls vermindert, bei durch 3-Aktestatigter gleichgeladener Proteinmenge.
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Abb. 4.15Der Western Blot zeigt die Verminderung der Proaas8, der aktivierten Caspase 3 und von FADD bei
verminderter Expression von ING1 in LN229-ZellenilN&1) verglichen mit den Kontrollzelllinien
(Lipofectamin& und sEGFP). Des Weiteren ist zu sehen, dass es bei ektoperedpression von p8%°(1b) und
die zusétzliche Behandlung mit TSA (+) zu einer Viaderung der Procaspase 3 und Erhéhung der akéwier
Caspase 3 kommt. Bei allen anderen Zellproben isthddie TSA-Behandlung (+) im Vergleich mit den gheio
Zellproben ohne TSA-Behandlung (-) keine Veradnderuter Procaspase-3- oder Caspase-3-Proteinspiegel
festzustellen. leer = Transfektion der LN229-Zeleit Leervektor, 1a = mit pANG1a 1b = mit pCIING1b
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