5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die zellularenddanismen des programmierten Zelltodes,
die durch den Histondeacetylaseinhibitor Trichast#® ausgelost werden, im Speziellen die
Rolle des Tumorsuppressors ING1, in der Glioblagiimnie LN229 und damit die
Auswirkungen der verminderten Expression von IN@®@1 malignen Gliomen [3] auf die
Sensibilitat gegentber experimentellen Behandlurgjegien wie der Hemmung von
Histondeacetylasen untersucht. Hierbei handelichsusn die ersten Daten, die die Wirkung von

TSA in LN229-Zellen analysieren und beschreiben.

51 Die Methoden

5.1.1 Zellkultur

Bei der Zellkultur werden Zellen aul3erhalb einegadismus am Leben gehalten, um so
zellulare Prozesse besser untersuchen zu konnenZéllkultur wurde als Testsystem zur
Untersuchung der Toxizitat von TSA auf die Zellemdu seine Wirkung auf die

Signaltransduktion genutzt. Adhérent wachsendesdetlir Toxizitatsprifung zu verwenden ist
eine gangige Methode, da solche Zellkulturen Ubegrelangeren Zeitraum beobachtet werden
konnen. Bei der Quantifizierung der Zellschaden sollteneralings Resistenzbildung und

Reparaturmechanismen nicht auf3er Acht gelasseremede Zellen wurden zu Proteinlysaten
verarbeitet bevor eine 100 %ige Konfluenz erreight, da auch durch die Kontaktinhibition

der programmierte Zelltod ausgel6st werden kannrcibuden Vergleich der gewonnen

Ergebnisse nach TSA-Behandlung mit denen unbeh@nd&dllen, konnten die oben genannten
Effekte von der eigentlichen TSA-Wirkung abgegrenzerden. Auch das eingesetzte
Ldsungsmittel, welches oft fir den Gebrauch derdyhkoben Substanzen unerlasslich ist - im
vorliegenden Fall Ethanol - muss bei der Quangfizng der Toxizitat bedacht werden. Da
allerdings keine Proteinlysate von LN229-Zellen emsticht wurden, die ausschlie3lich mit
Ethanol behandelt wurden, ist letztlich die Wirkwin TSA von einem potentiellen Ethanol-

Effekt nicht abzugrenzen.

5.1.2 Western Blot und CAb-Antikorper

Bei der Western Blot Methode handelt es sich ure aiait verbreitete immunologische Technik
zum Nachweis von Proteinen. Sie eignet sich gut qualitativen und semiquantitaiven

Bestimmung spezifischer Proteine in einem Zelllygsr Nachweis der verschiedenen ING1-
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Isoformen mittels der CAb-Ak erfolgte mit untersetiicher Intensitat. Die Isoform p38™
konnten, verglichen mit p£¥' im Western Blot als starkere Bande detektiertderr Das
liegt an der bereits bekannten geringeren Expressio p47‘®*® sowohl in LN229-Zellen, als
auch in anderen Zelltypen [5, Korrespondenz mitf.FRabowol, Department of Biochemistry
and Molecular Biology and Oncology, Southern Albe@tancer Research Centre, University of

Calgary].

5.1.3 Erhohung der ING1-Expression in LN229-Zellen dufchnsfektion mit Plasmiden

Da Versuche eine Zelllinie zu entwickeln, bei dée ING1-Expression induzierbar ist, noch
nicht erfolgreich waren, da diese Zellen den progngerten Zelltod vollziehen, stellt die ektope
Uberexpression deiNG1-Isoformen mit Hilfe von Plasmiden eine Alternatidar, um den
Einfluss von ING1 auf die durch TSA induzierte Apage zu untersuchen.

Bei der Transfektion mit Plasmiden handelt es sichsgiperweise um einen relativ kleinen
Prozentsatz Zellen, der letztendlich DNA aufnimmidusomit das entsprechende Protein
vermehrt exprimiert. Bei der Verwendung von Lipagminé als Transfektionsreagenz handelt
es sich typischerweise um ungefahr 10 % der LN22&7A. Mittels der Western Blot Analyse
konnte zwar die eindeutige Erhdhung der jeweiligfd®1-Isoform nach der Transfektion mit
den entsprechenden Plasmiden nachgewiesen wetldedings gestattet ein Western Blot keine
Aussage uber die Anzahl der tatsachlich transtemeZellen. Er liefert lediglich Informationen
uber die Proteinmenge in dem Proteinlysat, weleheseiner Vielzahl von Zellen entsteht. Bei
der Durchflusszytometrischen Messung der apoptwisc Zellen wére allerdings die
Transfektion jeder einzelnen Zelle die Voraussegztiilr ein aussagekraftiges Ergebnis. Eine
Mdglichkeit der Bestatigung einer solchen Vorratmaseg stellt beispielsweise die Bestimmung

der Transfektionseffizienz, mittels indirekter Imnfluworeszenz dar.

5.1.4 Reduktion der ING1-Expression in LN229-Zellen mgtsiRNA

Trotz stabiler Transfektion der LN229-Zellen mit rdentsprechenden siRNA flir das
konservierte Exon 2 (siehe Abb. 1.1) konnten nadakhmeren Passagierungen der Zellen
regelmafRig wieder die urspringlichen ING1-Protaeggl in der Western Blot Analyse
beobachtetet werden. Die nicht transfizierten Zelkcheinen trotz des Selektionsreagenz
Puromycin nach gewisser Zeit wieder zu prolifemetmd die LN229-Zellen mit verminderter
ING1-Expression zu verdrangen. Es besteht allesdingh die Mdglichkeit, dass die Repression

der ING1-Expression zwar abnimmt, die Resistenz egéger Puromycin, welche die
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transfizierten Zellen besitzen, jedoch weiter bestedm die verminderte Expression von ING1
dennoch zu gewéhrleisten, wurden fir die Versualresahr frihe Zellpassagen verwendet und
vor jedem Versuch die verminderte Expression anteaémes Western Blots kontrolliert.

5.1.5 HDAC-,Assay"

Zur Uberprifung der Wirksamkeit von TSA wurde zaBéh zu der Analyse der
Histonacetylierung mittels Western Blot einen Enagsay durchgefihrt, der die HDAC-
Aktivitat direkt misst. Da die Histonacetylierung eiken direkten Effekt eines
Histondeacetylaseinhibitors darstellt, sondernsakundar Uber die verminderte Deacetylierung
oder relativ vermehrte HAT-Aktivitat zustande komrstellt der HDAC-,Assay" als Methode
der direkten Erfassung der HDAC-Aktivitdt und somér Wirkung von TSA eine zusatzliche
Untersuchung zur Bestatigung der im Western Blatagegenen Ergebnisse dar. Im Rahmen
dieser Promotionsarbeit wurde der HDAC-,Assay“ &gfeich im Labor der Neuropathologie,

Charité - Universitatsmedizin Berlin, etabliert.

5.1.6 Durchflusszytometrie und die lsg&/on TSA

Die Messung des Anteils der Zellen, die sich insidsG1-Phase des Zellzyklus befanden, ergab
bei sechs unabhangigen Zellproben aus nicht tmedBn LN229-Zellen abweichende
Ergebnisse. Allein die Apoptoserate der nicht n8ATbehandelten Zellen schwankte zwischen
3 % und 18 %. Bei den initialen Konzentrations-Aé#rsuchen zur Bestimmung der §g&7on
TSA in LN229-Zellen konnte man bei einer Behandkdayer von acht Stunden und einer
Konzentration von 0,5 uM TSA einen Anteil von apjsichen Zellen von 68 % messen (siehe
Abb. 4.4 und 4.5). In den folgenden Versuchen sciiea dieser Anteil bei gleicher
Konzentration und Behandlungsdauer zwischen 29 % 8m%. Allerdings gab es keine
Schwankungen innerhalb eines Versuchsansatzesas® dle Apoptoserate innerhalb eines
Ansatzes bei allen Proben tendenziell eher hochelvezgsweise niedrig war. Der direkte
Vergleich von Zahlen von unabhangig voneinandecluygfiihrten Experimenten war demnach
schwer mdoglich, wohingegen die Tendenzen deutliclesbar waren. Der direkte Vergleich
einzelner Proben desselben Experiments stellteRiblem dar.

Die relativ groRe Schwankungsbreite spricht sowidhldie Empfindlichkeit der Methode als
auch der Zellen. Die zahlreichen Arbeitsschritteseiven der Zellernte bis hin zur Messung der
Zellproben mittels der Durchflusszytometrie scheignfluss auf die Apoptoserate der Zellen

zu nehmen. So ist es durchaus vorstellbar, daspiblsweise die Dauer der Kryokonservierung
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nach Zellernte und das Auftauen der Zellprobengten in unterschiedlicher Weise Schaden
zufigen und damit den programmierten Zelltod aesiog&onnen. Durch die gleichzeitige
Messung von unbehandelten und nicht transfiziefiellen konnte eine durch diese Vorgange
entstandene hohe Apoptoserate festgestellt und desndurch TSA ausgelésten Apoptose

abgegrenzt werden.

52  Apoptosedurch TSA in LN229-Zellen

HDACI |6sen in den verschiedensten Zellenvitro undin vivo in unterschiedlichem Ausmaf3
Wachstumshemmung, Zelldifferenzierung und Apopiamse [92, 130]. Interessanterweise sind
normale Zellen im Vergleich zu Tumorzellen fast iemsehr viel resistenter gegentber diesen
Wirkungen von Inhibitoren der HDAC [92]. Die antpiferative Wirkung von TSA wird mit
p14™ und p16™“* in Zusammenhang gebracht [296]. Der CDKN2A Lokus spielt eine
entscheidende Rolle in der Tumorsuppression und ishgefahr 40 % der humanen Krebsarten
inaktiviert [131]. Er kodiert zwei Tumorsuppressarigine - p14~ und p16¥“. Durch die
Deletionen dieser Region in LN229-Zellen [114] B&tts moglich sein kdnnen, dass TSA in
LN229-Zellen nicht wirksam ist. Die vorliegendengEbnisse zeigen, dass dies jedoch nicht der
Fall ist. Die zum Teil beschriebene Abhéngigkeit derch ING ausgelésten Apoptose von
funktionellem p53 [23, 35] und der ebenfalls teilsee beschriebenen Abhangigkeit der
wachstumsinhibitorischen Wirkung von TSA von p53§lLkonnte in der vorliegenden Arbeit
nicht festgestellt werden. Trotz der Mutation vOR53 in LN229-Zellen [114] war TSA in
LN229-Zellen wirksam - die LN229-Zellen zeigten tsisehr sensibel fir die durch TSA
ausgeloste Apoptose (siehe 4.4). Das spricht fiima@glichen Einsatz von TSA auch bei GBM
mit den haufig vorkommenden Veranderungen der gie@annten Tumorsuppressoren.

5.2.1 Apoptose durch TSA bei verminderten oder erh6ha1l-Proteinspiegeln

Da eines der Ziele dieser Promotionsarbeit das ebesd/erstdndnis der Rolle des
Tumorsuppressorproteins ING1 in der durch TSA adsgen Apoptose war, wurden die
Proteinspiegel von ING1 durch Transfektion verahderd die Effekte von TSA auf die
transfizierten Zellen erneut analysiert.

Bei der Verminderung von ING1 durch die stabile nBfektion mit diNG1 kam es zu einer
Abnahme der durch TSA ausgeltsten Apoptose in LNZ&n - die Zellen mit verminderter

ING1-Expression zeigten sich gegeniber dem progianen Zelltod durch TSA resistenter.
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Dieses Ergebnis passt zu der Feststellung, di€sl in malignen Gliomen regelmaRig
vermindert ist und dass der Grad der Verminderungdem Malignitdtsgrad des jeweiligen
Glioms korreliert [3], wenn man bedenkt, dass mmigifumoren sehr haufig Mechanismen
entwickelt haben, mit denen sie die Signalwege Apoptose umgehen beziehungsweise
ausschalten koénnen. Da ING1 nach dem vorher Geasagite Protein dieser blockierten
Signalwege in malignen Gliomen sein konnte, stdl# Erforschung von ING1 und der
Signalwege, in die ING1 involviert ist, einen wiggn Schritt auf dem Weg zum besseren
Verstandnis von Resistenzentwicklungen maligneoi@4 gegenuber aktuelle Therapien dar.
Die Bestimmung der ING1-Spiegel kbnnte dazu begnadie Sensibilitat eines GBM auf eine
TSA-Behandlung besser einschatzen zu kénnen.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass der ProzenisatZellen, die den programmierten Zelltod
vollziehen, durch die Transfektion mit p¥3®° beziehungsweise pA7™® nicht gesteigert
werden konnte. Diese ausbleibende Steigerung desptdperate bei Uberexpression von
p47N®2 beziehungsweise pB3%™® nach TSA-Behandlung konnte durchaus an der in35.1.
beschriebenen geringen Zahl der Zellen, die tals#ictransfiziert waren, liegen. Ein weiterer
Punkt, der diese Theorie stitzt, ist die ohnehir Behe Apoptoserate als Antwort auf die TSA-
Behandlung. Bei einem Anteil von bis zu 80 % aptgthen Zellen ist es gut vorstellbar, dass
eine weitere Erh6hung der in der subG1-Phase diémydes befindlichen Zellen nur schwer,
also bei entsprechend hoher Transfektionseffizienz erreichen ist. In jedem Fall sollte in
zukUnftigen Versuchen die Transfektionseffizienttes indirekter Immunfluoreszenz tberprift
werden. So kdnnte beispielsweise die erfolgreictandfektion jeder einzelnen Zelle durch ein
mit dem grun fluoreszierenden Protein (,green fasmence protein“ = GFP) markierten Plasmid
identifiziert werden.

Anders sieht es bei der Transfektion der LN229&felnit SIRNA aus. Hier wurde durch die
klonale Selektion eine einheitlich verminderte Eegmion von ING1 in allen Zellen erreicht.
Durch den Zusatz des Selektionsreagenz Puromycimt&n nur die transfizierten Zellen
uberleben, da diese nach Transfektion zusatzliciRessistenzgen gegen Puromycin enthielten.

Bei der stabilen Transfektion spiegelt der WesRiot die erfolgreiche Transfektion gut wider.

5.2.2 Welche Signalwege spielen bei der durch TSA veefdh Apoptose in LN229-
Zellen eine Rolle?

Am Anfang des extrinsischen Apoptoseweges stehtBFARelches durch die Todesrezeptoren
aktiviert wird und Uber die Aktivierung der Caspaséie Caspase-Kaskade auslost. Am Ende
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des intrinsischen und des extrinsischen Apoptoses/stehen die Effektorcaspasen, von denen
die Proteinspiegel der Caspase 3 genauer betrachigtden (siehe Abb. 5.1).

Um den zu Grunde liegenden Mechanismus der vermgmeApoptoserate bei verminderter
ING1-Expression besser verstehen zu kdnnen, egfalgtnachstes die genauere Betrachtung der
Apoptosewege, die in Zusammenhang mit GBM bescaniedtind und die durch TSA induziert
werden konnten. Zu diesen gehort beispielsweis@kliwierung von Caspase 3 [103].

Die p53 unabhéngige [24] Induktion der ApoptosecHuiNG1 und auch die p53 abh&ngigen
Formen [23, 35] wurden in Melanomzellen kirzlicht isas/Caspase 8 abhangigen durch ING3
gesteuerte Signalwegen in Verbindung gebracht [Bd]konnte gezeigt werden, dass ING3 die
durch UV-Strahlen ausgeldste Apoptose Uber die ntedung der Fas-Expression steuert, die
zur Aktivierung der Caspase 8 und uber den ,BH8rantting domain death agonist” (Bid) zur
Aktivierung der Caspase-Kaskade fihrt (siehe Abl).5Ein anderer Zusammenhang, der
kurzlich beschrieben wurde, besteht vielleicht ziwen der durch ING ausgelésten Apoptose
und dem TNB-NFkB-Caspase-8-Signalweg. ING1 induzierte die Expogsson HSP70, ein
durch Stress aktivierbares Hitzeschockprotein, nedcin humanen Fibroblasten vorkommit.
HSP70 wiederum scheint den kB-Signalweg, der das Uberleben einer Zelle unteastiu
hemmen und so den programmierten Zelltod Uber @N&uszulosen [39] (siehe Abb. 5.1).
Diese zwei Beispiele machen deutlich, dass die RGeine an mehreren Stellen der
Signalwege des programmierten Zelltodes regulieramtien und dass die Untersuchung
weiterer Angriffspunkte von ING1 zum besseren \@mghis der die Apoptose auslésenden

Faktoren und somit zur Entwicklung neuerer Behamghistrategien von GBM beitragt.
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Abb. 5.1 Dargestellt sind die im Text beschriebenen, bede@tkannten Angriffspunkte von ING im intrinsischen
und extrinsischen Apoptoseweg. Rot gekennzeichindtdie in der vorliegenden Arbeit untersuchtenn@lgege

des programmierten Zelltodes, in die ING1 involviet. — 1 = Hemmung,— = Aktivierung

Bei der Western Blot Analyse von Caspase 3 in LN22Ben mit verminderter ING1-
Expression zeigte sich, dass ING1 die Proteinspiedgr Caspase 3 verdndert. Die
Verminderung von ING1 fuhrte zu verminderter Expgies der Procaspase 3 und der
Effektorcaspase 3 (siehe 4.12). Im UmkehrschlusstedING1 demnach fur die Aktivierung
der Effektorcaspasen mitverantwortlich sein. Da Giaspase 3 als Effektor am Ende der
Apoptosekaskade steht, wurden zusatzlich die Pigpeigel eines weiter am Anfang stehenden,
die Caspase-Kaskade regulierenden Proteins untgrsaacch FADD wurde bei reduzierter
ING1-Expression vermindert exprimiert (siehe 4.1Pje verminderten Proteinspiegel von
FADD und Procaspase 3 beziehungsweise aktivierdsp&se 3 waren sowohl ohne TSA-, als
auch mit TSA-Behandlung zu beobachten. Gleichzekannte bei verminderter ING1-
Expression eine verminderte Apoptoserate beobactdeden (siehe 4.11). Wenn man diese
beiden Ergebnisse zusammen nimmt, konnte ING1 giepfose Uber FADD, die dadurch

ausgeloste Aktivierung der Caspase 8 und entweidektel Aktivierung der Effektorcaspasen
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(unter anderem Caspase 3) oder uUber Bid und densisthen Apoptoseweg auslosen (siehe
Abb. 5.1).

Wahrend die Reduktion der proapoptotischen Faktof&DD und Caspase 3 bei der
Verminderung von ING1 eindeutig ist, beobachtete foai der Transfektion der LN229-Zellen
mit den pCl VektorenNGla beziehungsweiseNG1b keine wesentlichen Veranderungen der
Proteinspiegel der aktivierten Caspase 3. Ledigticte Tendenz zur Erhdhung der aktivierten
Caspase 3 nach TSA-Behandlung war festzustelleeseDBeobachtung bestétigt, dass TSA
Apoptose induziert und dass diese Uber die Indokiier Caspase-Kaskade stattfindet. Noch ist
es auf Grund des in 5.4 besprochenen unterschiedlicund geringen Prozentsatzes an
transfizierten Zellen nicht mdglich die Frage ndeln Zusammenarbeit von TSA und den ING1-
Proteinen in Bezug auf die Apoptoseinduktion oderRegulierung der FADD- oder Caspase 3-
Spiegel zu beantworten. In Zukunft sollte auch hige indirekte Immunfluoreszenz zur
Bestimmung der Transfektionseffizienz vor der Beilwhg der Proteinspiegel von FADD und

der Caspase 3 in mit ING1 transfizierten Zellen ikblschaffen.

5.2.3 Die mdgliche Rolle von ING1 bei der durch TSA auégien Apoptose

Histondeacetylaseinhibitoren wie TSA konnten in igredn menschlichen Tumorzellen die
Expression des Todesrezeptors 5/TRAIL-R2 erhohelD][1TRAIL, welcher selektiv in
Krebszellen die Apoptose auslosen kann, ist Ligdiedes Rezeptors [110]. Die kombinierte
Behandlung von Zellen mit TSA und TRAIL fihrte zAktivierung von Bid, der Caspase-
Kaskade und zur vermehrten Apoptose [112]. Diei®genden Ergebnisse lassen vermuten,
dass die apoptotische Wirkung der durch TSA indteme Histonacetylierung abhangig von
ING1 oder zumindest beeinflussbar durch ING1 istk8Bnnte beispielsweise die Beeinflussung
der ING1-Proteinspiegel und die gleichzeitige Belhang mit TSA - &hnlich wie die
Kombination TRAIL und TSA - die Apoptoserate in mgalen Gliomen verandern.

Die Behandlung von nicht transfizierten LN229-Zellmit 0,5 pM TSA Uber acht Stunden
bewirkte die Induktion der Apoptose und die Acetgling der Histone H3 und H4. Bei einer
Verminderung von ING1 kam es zu einer vermindeAg@optoserate nach TSA-Behandlung.
Bei ektoper Uberexpression der ING1-Isoformen'{f33 und p4#*¢* kam es, verglichen mit
der Leervektorkontrolle, isoformunabhéngig zu estérkeren Acetylierung der Histone H3 und
H4. Diese Ergebnisse sprechen fir die Abhangigiadtr Beeinflussbarkeit der apoptotischen
Effekte der durch TSA ausgeltsten Acetylierung Hestone durch ING1. Doch wie nimmt
ING1 Einfluss auf die Histonacetylierung und daaif die Apoptose? Die Wechselwirkung der
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einzelnen ING1-lIsoformen mit HAT- und/oder HDAC-Kplaxen ist bekannt und vielfach
untersucht [20-22]. Auch hier kénnte die Zusammieeiarvon ING1 mit HAT-Komplexen die
Antwort liefern. Vielleicht fuhrt eine spezifisch&/echselwirkung zwischen der ,plant
homeodomain“ von ING1 und den Histonen H3 [17, 28, oder H4 [21] die HAT-Komplexe
zu den entsprechenden Histonen und damit zu eipgiinderung des Acetylierungsgrades und
folglich der Transkription bestimmter Faktoren wkADD, die bei den Signalwegen der
Apoptose eine Rolle spielen (siehe Abb. 5.2). Smke beispielsweise kirzlich gezeigt werden,
dass Yngl (ING1 Korrelat in Hefen) mit dem aminotgralen Ende von H3 interagiert, und
dass diese Wechselwirkung durch die direkte Binduweg PHD Region von Yngl an
methyliertes Lysin 4 des Histons H3 (H3K4) stattéh [31]. In weiteren Studien wurde eine
Verbindung von ING2 mit H3K4 Uber die PHD Regiortihgewiesen [16, 17].
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Abb. 5.2 Mdgliche Rolle von ING1 in dem FADD/Caspase-3-Slgmea der Apoptose. Die Schadigung der DNA
oder andere onkogene Signale fihren zur Induktion ING1lb, wodurch die Spiegel der entsprechenden
Proteinisoform ps'é\'Glb erhoéht werden, die mit HAT-Komplexen interagi€@tese Wechselwirkung veréndert die
Chromatinstruktur [17, 21, 30, 31] und férdert arigffend die Histonacetylierung und die Aktivierudgr

G1b

Transkription. Die PHD von pé bindet mdglicherweise sogar methylierte Kernhistarie es bei ING2 der

Fall ist. Durch diese epigenetischen Prozesse wied Expression von spéter im Signalweg vorkommenden
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Genen/Proteinen verandert. H)%%lb induziert vielleicht wie ING3 [34] auch die Apog® Uber den Fas/Caspase-8-

Signalweg. p3@lGlb begiinstigt die Apoptose Uber die Stabilisierung F&ADD und Procaspase 3 mdglicherweise
Uber die Hemmung der Proteasomaktivitdt. TSA reguldie ING1lb-Expression, und die proapoptotischen
Mechanismen von TSA wirken mit ING1 synergistiscif die Induktion der Apoptos—— = Hemmung,——

= Aktivierung

53 DieWirkungvon TSA auf die Expression der | NG1-Isoformen

TSA hemmt oder aktiviert moglicherweise diG1-Promotoren und bestimmt so vielleicht das
entsprechende Verhaltnis der unterschiedlicHé@1-Isoformen zueinander. Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass die Expression von P8% durch TSA mdglicherweise stabilisiert oder die
Translationsrate gesteigert wird (siehe 4.7). TS#hemt die Isoformen von ING1l auf
unterschiedliche Weise zu beeinflussen. Madglichesave geschieht dies Uber einen
isoformspezifischen p3§**-Promoter wie es auch fiir den pT4Promoter berichtet wurde
[131] oder Uber die Stabilisierung von P¥3° durch die Regulierung der Proteasomaktivitat.
Von ahnlichen Beobachtungen bezlglich eines diftaegten Einflusses von TSA auf
unterschiedliche Isoformen von Tumorsuppressoremievkiirzlich auch fiir die p¥%“/p147-
Proteinfamilie berichtet [131], deren verdndertgtession und/oder Funktion in GBM héaufig
festzustellen ist [113].

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, die untéediibhe Assoziation der ING1-Isoformen
mit HAT- beziehungsweise HDAC-Komplexen zu beriicksigen. p47°'® wird mit HDAC-,
p33"¢*™ sowohl mit HAT- als auch mit HDAC-AKktivitat assaeit [21]. Die Mikroinjektion von
p33"¢ jedoch nicht von p4'#°*?, fithrte in menschlichen Fibroblasten zur Hypergistng
der Histone H3 und H4. Auch hier liegen demnachersthiedliche Funktionen der ING1-
Spleildvarianten vor. Die beiden Isoformen werdehedanit gegensatzlichen Effekten auf das
,Chromatin-Remodelling® in Verbindung gebracht. f% scheint einen positiven Effekt auf
die Transkription zu haben, wohingegen 'D%%# diese eher supprimiert, so dass letztendlich
Gene/Proteine des Apoptose-Signalweges durch dieschiedenen ING1-Isoformen
unterschiedlich beeinflusst werden und somit ucteeslliche Auswirkungen auf die Apoptose
haben (siehe Abb. 5.2).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten isokpezifischen Veranderungen der ING1-
Proteinspiegel durch TSA lassen unterschiedlicHédEmgsmaoglichkeiten offen. Sie kénnten

einerseits bedeuten, dass TSA die Transkription N@1 beeinflusst, so wie es auch den
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p14"¥-Promoter beeinflusst [131]. Durch spezifische Vidgrungen des Acetylierungsgrades
der Kernhistone durch TSA konnte es zur vermehFtanskription von p33%® kommen.

Das alternative SpleiRen stellt einen Vorgang daej dem aus einer DNA-Sequenz
unterschiedliche mRNA-Molekile und durch deren Shation unterschiedliche Polypeptide
entstehen kdnnen. Da auch die verschiedéN&i-Isoformen auf diese Weise gebildet werden,
besteht andererseits die Moglichkeit, dass TSAattasnative SpleilRen von ING1 reguliert und
zu Gunsten der p8%'"-Expression verandert.

Auch die fUr TSA bereits beschriebene BeeinflussigmgProteasomaktivitat stellt eine mogliche
Ursache dar. Durch TSA konnte beispielsweise dikulaee Proteasomaktivitdt in einer
Kolonkarzinom-Zelllinie reduziert und dadurch did=-#B-Aktivitdt beeinflusst werden [132].
Auf ahnliche Weise kénnte die Beeinflussung, beispieise die Hemmung, der zellularen
Proteasomaktivitat durch die TSA-Behandlung tUber wlrminderten Abbau zu einer Erhéhung

von p33Y°™ fiihren.

5.3.1 TSA-Wirkung bei Uberexpression der ING1-Isoformen

Im Gegensatz zu nicht transfizierten Zellen beotsiehman bei vermehrter Expression von
p33N¢® oder pa©® nach der Behandlung mit TSA eine Erhoéhung oder izdest die
Stabilisierung aller ING-Isoformen. Dieser Effeldramt moglicherweise durch die Aktivierung
der transfizierten Plasmide durch TSA zustande.viiede schon bei verschiedenen anderen
Zelltypen einschlieflich malignen Gliomzellen und ucl  bei anderen
Histondeacetylaseinhibitoren wie beispielsweise rdygurea beschrieben [133-137]. Diese
Aktivierung konnte durch Verédnderung der Chromaturigur durch die durch TSA vermittelte
Histonacetylierung entstehen. Die betroffenen Clatomstrukturen kénnten zum einen die
ING1-Isoformen selbst kodieren, zum anderen Transkngfaktoren fur demNG1-Promoter,
und durch ihre Veranderung zur Aktivierung diesaktbren fihren. Auch die Acetylierung der
Transkriptionsfaktoren selbst und folglich die Ak#rung kommt in Frage. Ein direkter Effekt
von TSA auf die ING1-Proteinexpression beispielseeiliber die Verminderung der
Proteasomaktivitat durch TSA und damit Stabilisngraler ING1-Proteine scheint in diesem Fall

eher nicht vorzuliegen.

54  Schlussfolgerung und Aussicht

Die vorliegende Arbeit demonstriert, dass der Hhdemacetylaseinhibitor Trichostatin A in der
Glioblastomzelllinie LN229 Apoptose auslosen kamd wlass ING1, FADD und Caspase 3 in
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diesen Apoptoseweg involviert sind. Es konnte ggzeerden, dass TSA die Expression der
Hauptisoformen vonNG1 p33"¢™ und p4™°* unterschiedlich beeinflusst. Die vorliegenden
Daten zeigen weiter, dadtNG1 in LN229-Zellen mit ektoper Uberexpression voNG1
stabilisiert wird. Die ektope Uberexpression deiGiNIsoformen p38¢ und p4* hatte
keinen Effekt auf die durch TSA ausgeltste Apoptdde mit Hilfe von siRNA erreichte
verminderte Expression vdlNGL1 fuhrte zu einer Verminderung der Apoptoserate nESA-
Behandlung in malignen Glioblastomzellen. Die gamauBetrachtung der apoptotischen
Signalwege erbrachte, dass die Verminderung vorilsi@&vohl die Proteinspiegel der

Caspase 3 als auch von FADD vermindert.

Die initial aufgestellte Hypothese konnte demnaehtditigt werden: Die Expression vikG1

in Glioblastomzellen beeinflusst die von TSA abhgagApoptose und wird durch TSA
isoformspezifisch moduliert.

Unsere Daten lassen jedoch auch Fragen offen. Wakammte die Transfektion der LN229-
Zellen mit den pCl VektoretNGla und ING1b verglichen mit nicht transfizierten Zellen die
Apoptoserate nach der Behandlung mit TSA nichtiigmt steigern? Diese Frage ist besonders
interessant, wenn man berucksichtigt, dass TSAPdaeinspiegel von ING1 sowohl in den
nicht transfizierten als auch in den transfizieriggilen anhebt und die Apoptose auslost. Die
Annahme, dass die erhdhte Expression vor"§¥3durch TSA die Apoptose in Gang setzt,
konnte in der vorliegenden Arbeit daher nicht bEgtawerden. Allerdings konnte durch
Verminderung voriNG1 - eine Situation, wie man sie in malignen Glionvanfindet [3] - die
Apoptoserate gesenkt werden.

Wie genau der Tumorsuppressor ING1 die Proteinspisaan FADD beziehungsweise

Caspase 3 verandert, ist eine weitere Frage, dex &larung bedarf. Eine Mdglichkeit wéare
eine veranderte Expression durch eine verdnderteron@tinstruktur, die durch
Wechselwirkungen zwischen ING und Histonen zustakol@men konnte (siehe Abb. 5.2).
Allerdings konnte es sich auch um einen von diek@rnlich entdeckten tber PHD vermittelten
Mechanismus unabh&ngigen Vorgang handeln [39].

Es ist bekannt, dass maligne Gliomzellen genetiscsimbilitat aufweisen. RegelméaRig sind in
diesen Tumorzellen Apoptosewege oder wachstumshadeneWege blockiert. Unter
Berlcksichtigung dieser Tatsache und den vorliegenDaten kdonnte ING1 prognostische
Relevanz bei der Vorhersage der Sensitivitat vorMGRIf eine TSA-Behandlung haben und
somit fUr eine gezielte Therapie genutzt werderm €ffiziente Transfektion von LN229-Zellen

mit den einzelnen ING1-Isoformen und die Uberprifung der Effizienz duratie
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Immunfluoreszenz kénnte in zuklnftigen Versucheneeerhdhte Apoptoserate nach der
Behandlung mit TSA ergeben. Der Zusammenhang zemsdNG1, HDAC-Komplexen und
Histonen konnte mittels Immunprézipitaion weitefoescht werden, um den Mechanismus der
durch TSA und ING1 vermittelten Apoptose bessestatren zu kénnen.

Auf diese Weise konnten neue und effektivere Behanggkonzepte zur Therapie maligner
Gliome entstehen, die sich die apoptotische Wirkumg TSA und die Induktion des durch TSA
aktivierten Apoptoseweges und seine Proteine zenuiachen, um so die in malignen Gliomen
haufig ausgeschalteten Apoptosewege zu reaktiviedamit die Sensibilitdit gegenuber
bestimmten Chemotherapien wieder herzustellen widlidh die Uberlebenschancen fur

Patienten mit malignem Gliom zu verbessern.
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