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ZUSAMMENFASSUNG 

 

Hintergrund: Die Prognose von Patienten mit hochmalignen Tumoren des zentralen Nervensys-

tems ist trotz eines zunehmenden Verständnisses der Pathogenese der Tumorerkrankung und 

verbesserten diagnostischen und therapeutischen Optionen in der Behandlung weiterhin ungüns-

tig. Potentielle Tumorsuppressorgene, wie ING1, wurden in den letzten Jahren näher charakteri-

siert und ihre Funktion in Gehirntumoren analysiert. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Chemosensitivität von Glioblastomzelllinien und der po-

tentielle Einfluss von ING1 als Tumorsuppressorgen in der Tumorgenese untersucht.  

 

Material und Methoden: Glioblastomzellen der LN229-Zelllinie wurden hinsichtlich des Ex-

pressionsniveaus von ING1 vor und nach Behandlung mit zytostatischen Substanzen und ionisie-

render Bestrahlung auf RNS- und Proteinniveau untersucht. Zusätzlich erfolgten 

durchflusszytometrische Zellzyklusanalysen nach siRNS-Behandlung zur Untersuchung der Rol-

le von ING1 bei der Apoptose in diesen Zellen. 

 

Ergebnis: In Glioblastomzellen der LN229 Zelllinie mit nachgewiesener Mutation des TP53-

Gens konnte nach zytostatischer Behandlung mit Cisplatin bzw. ionisierender Bestrahlung ein 

Anstieg der ING1 Expression nachgewiesen werden. Die ING1-Isoform ING1a, die eine Beteili-

gung an Histondeacetylaseprozessen besitzt, zeigte hierbei eine fünfzigfach stärkere Induktion 

als ING1b, welche in die Ausbildung von Histonacetylaseprozessen involviert ist. Durch siRNS-

Behandlung der Zellen mit reduzierter ING1-Expression konnte in vitro nach zytostatischer Be-

handlung mit Cisplatin eine akzelerierte Zellzyklusprogression mit beschleunigtem Eintritt in die 

Apoptose nachgewiesen werden. 

 

Diskussion: In malignen Glioblastomen ist ein reduzierter ING1-Expressionsspiegel mit einer 

erhöhten Cisplatinsensitivität assoziiert. Dies wird durch eine reduzierte HDAC-Aktivität mit 

gesteigerter Formation der DNS und besserer Cisplatinwirkung an der DNS verursacht. Somit 

kann die Bestimmung der individuellen ING1-Expressionsniveaus in malignen Gliomen vor ge-

planter Therapie mit Cisplatin und HDAC-Inhibitoren einen prädiktiven Wert besitzen. 
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ABSTRACT   

 

Background: The prognosis of patients with high-grade malignant tumors of the central nervous 

system despite increasing understanding of the pathogenesis and improved diagnostic and thera-

peutic options in the treatment remains unfavorable. Potential tumor suppressor genes, such as 

ING1 has been characterized and analyzed in their potential function in brain tumors. 

In the present study, the chemosensitivity of glioblastoma cell lines and the potential influence of 

ING1 in tumorigenesis has been studied as a tumor suppressor gene. 

 

Material and Methods: Glioblastoma cell line LN229 cells were examined for the expression 

level of ING1 before and after exposure of the cell line to cytostatic agents and ionizing radiation 

on RNA and protein level of ING1. In addition flow cytometric cell cycle analysis was per-

formed after siRNA-treatment to represent the induction of apoptosis. 

 

Results: An increase in ING1 expression was detected in LN229 glioblastoma cell line with con-

firmed mutation of the TP53 gene and treatment with cytostatics as cisplatin or ionizing radia-

tion. The ING1 isoform ING1a, which owns a stake in histon deacetylase acitivity, showed a 

stronger induction than ING1b, which is involved in histone actyle acitvity. By siRNA-treatment 

of the cells with reduced expression ING1 we showed in vitro after treatment with cisplatin an 

accelerated cell cycle progression with accelerated entry detected in apoptosis. 

 

Discussion: In malignant glioblastoma cell line a reduced ING1 expression level is associated 

with an increased chemosensitivity to cisplatin treatment. This is caused by a reduced HDAC 

activity with increased formation of the DNA and a better damage to the DNS. Thus the deter-

mination of the individual ING1 expression levels in malignant gliomas may have prior to the 

therapy with cisplatin and HDAC inhibitors as a predictive value. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

Abkürzung Bedeutung 

°C  Grad Celsius 

µg Mikrogramm 

µl  Mikroliter 

µM  Mikromolar 

A  Adenosin 

A. dest. (dH2O) Aqua destillata (lateinisch für: destilliertes Wasser) 

AA Acrylamid 

Ad (lateinisch für: zu, auf bestimmte Menge auffüllen) 

Ak Antikörper 

APS Ammoniumpersulfat 

ATP Adenosintriphosphat 

BAA Bisacrylamid 

bp  Basenpaare 

BrdU 5-Bromo-2´-Desoxyuridin 

BSA Bovines Serumalbumin 

C  Cytosin oder Celsius 

CaCl2 Kalziumchlorid 

CDDP Cisplatin 

cDNS  Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CT Computertomografie  

ddATP  Didesoxyadenosintriphosphat 

ddCTP Didesoxytyrosintriphosphat 

ddGTP  Didesoxyguanintriphosphat 

ddH2O Aqua bidestillata (lateinisch für: zweifach destilliertes Was-

ser) 

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat 

ddTTP  Didesoxytyrosintriphosphat 

DEPC  Diethylpyrocarbonat 

DMEM  Dulbecco's modified Eagle's medium 

DNase  Desoxyribonuklease 

DNS  Desoxyribonukleinsäure 
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dNTP  Desoxyribonukleotidtriphosphat 

DTT  Dithiothreitol 

E. coli Escherichia coli 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

EGFR (engl.) “epidermal growth factor receptor ” (epidermaler 

Wachstumsfaktor-Rezeptor) 

EB Ethidiumbromid 

engl. Kennzeichnet einen Fachausdruck in englischer Sprache 

FACS (engl.) „fluorescence activated cell sorting“ (Durchfluss-

zytometrie) 

FCS fetales Kälber Serum  

g  Gramm bzw. Erdbeschleunigung 

G  Guanin 

GBM Glioblastoma multiforme 

Gy Gray (internationale Einheit für die Energiedosis ionisieren-

der Strahlung) 

h  Hora (lateinisch für: Stunde) 

HE Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Hoechst 33258  Produktbezeichnung der chemischen Verbindung Bis-

benzimidazol 

in vitro  Lateinisch für: im Glas 

in vivo  Lateinisch für: im Lebendigen 

ING (engl.) “inhibitor of growth“ (Wachstumsinhibitor) 

Kb Kilobase 

kDa Kilo Dalton 

L Liter 

lat. Kennzeichnet einen Fachausdruck in lateinischer Sprache 

LB Luria Bertani (Nährmedium) 

LD 50 Letaldosis 50 %  

LED Licht emittierende Diode 

Log10  Dekadischer Logarithmus 

LOH (engl.) “loss of heterozygosity” (Verlust der Heterozygosität) 

m/V  Masse bezogen auf das Volumen 
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Mb Megabase 

MgCl2  Magnesiumdichlorid 

min Minute 

min
-1

 Umdrehungen pro Minute 

Ml Milliliter 

mM  Millimolar 

MOPS 3-Morpholinopropansulfonsäure 

MRT Magnetresonanztomografie  

NaCl Natriumchlorid 

NaOH  Natriumhydroxid 

ng  Nanogramm 

NLS (engl.) “nuclear localization signal“ (Kernlokalisierungssig-

nal) 

Nm  Nanometer 

NTS (engl.) “nucleolar translocation sequences” (nukleoläre 

Translokationssequenz) 

OD260 Optische Dichte bei Lichtwellenlänge 260 nm 

OD280 Optische Dichte bei Lichtwellenlänge 280 nm 

PBS  (engl.) „phosphat buffered saline“ (phosphatgepufferte Salz-

lösung) 

PCR  (engl.) “polymerase chain reaction” (Polymerase-

Kettenreaktion)  

PDGF (engl.) “platelet derived growth factor” (Blutplättchen-

Wachstumsfaktor) 

pg  Pikogramm 

pH-Wert Negativ dekadischer Logarithmus der Aktivität von Wasser-

stoffionen, d. h. das Maß für den sauren oder basischen Cha-

rakter einer wässrigen Lösung 

PHD (engl.) “plant homeodomain” (Zinkfingerdomäne) 

PIP (engl.) “PCNA interacting protein” (PCNA-interagierendes 

Protein)  

pmol  Pikomol 
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PTEN (engl.) “phosphatase and tensin homolog” (humanes 

Tumorsuppressorgen auf Chromosom 10) 

RNase  Ribonuklease 

RNS  Ribonukleinsäure 

RT  Reverse Transkriptase 

RT-PCR Reverse Transkriptase PCR 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

S Sekunde(n) 

siRNS (engl.) “small interfering" RNS (s. 4.2.3) 

SSCP (engl.) „single-stranded-conformation-polymorphism“ 

(Konformationsunterschied einzelsträngiger 

Nucleotidsequenzen von gleicher Länge) 

T  Thymin 

Ta (engl.) „annealing temperature“ (Anlagerungstemperatur)  

Taq Thermus aquaticus  Tabelle 

TBE Tris-Borsäure-EDTA 

TE Tris-EDTA 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

Tm  (engl.) „melting temperature“ (Schmelztemperatur) 

TNF Tumornekrosefaktor 

TP53 p53-Tumorsuppressorgen 

T-PBS Tween-PBS 

U  Uracil / Unit (Einheit für Enzymaktivität) 

UV  Ultraviolett 

V Volt 

VEGF (engl.) “vascular endothelial growth factor” (vaskulärer 

endothelialer Wachstumsfaktor) 

ZNS Zentralnervensystem 
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1. EINLEITUNG 

 

Die Prognose von Patienten mit hochgradig malignen astrozytären Neubildungen des zentralen 

Nervensystems (ZNS), wie dem Glioblastoma multiforme (GBM), ist trotz wachsendem Ver-

ständnis von Tumorentstehungs- und Resistenzmechanismen sowie kontinuierlich verbesserten 

diagnostischen und therapeutischen Optionen nach wie vor ungünstig. Das insgesamt schlechte 

Ansprechen der Tumoren auf die aktuellen Therapieformen ist unter anderem Folge einer Resis-

tenzbildung der Tumorzellen gegenüber Chemotherapie oder Bestrahlung. Fehlfunktionen von 

Tumorsuppressorgenen wie TP53 sind charakteristisch für das GBM. Sie können zu einer Resis-

tenzentwicklung von GBM-Zellen gegenüber DNS-schädigenden Agenzien, wie beispielsweise 

platinhaltiger therapeutischer Substanzen oder Gamma-Strahlung, die bei der Behandlung von 

GBM regelmäßig zum Einsatz kommen, beitragen 
1
. Die Identifikation von molekularen Mar-

kern, mittels derer ein individuelles Ansprechen der Tumorzellen auf die Behandlung vorherge-

sagt werden kann, trägt unmittelbar zur Verbesserung der Langzeitprognose von Patienten mit 

GBM bei. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der potenzielle Einfluss 

des Tumorsuppressors „Inhibitor of growth 1“ (ING1) auf die Therapiesensitivität von GBM-

Zellen untersucht. 

 

1.1 Glioblastoma multiforme (GBM) - biologische Eigenschaften und therapeutische 

Herausforderungen 

 

Das Glioblastoma multiforme (GBM) gehört zu den hochgradig malignen Gliomen 
2
. Gliome 

sind Tumore, die aus entarteten Gliazellen hervorgehen. Gesunde Glia bildet unter anderem das 

Hüll- und Stützgewebe des Zentralen Nervensystems (ZNS). Sie übernimmt Aufgaben im Zell-

stoffwechsel und ist an der Reizübertragung zwischen den Nervenzellen sowie anderen Vorgän-

gen im ZNS beteiligt. Gliazellen kommen im gesamten ZNS vor. Deshalb können Gliome in 

allen Regionen von Gehirn und Rückenmark entstehen. Es handelt sich dabei um primäre ZNS-

Tumore, das heißt Tumore, die nicht infolge der Metastasierung einer Neubildung außerhalb des 

ZNS entstanden sind. Im Folgenden werden die biologischen Eigenschaften von GBM beschrie-

ben, aus denen sich wichtige therapeutische Herausforderungen ergeben. 
2, 3
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1.1.1 Epidemiologie und Inzidenz 

 

Tumore des zentralen Nervensystem haben bezüglich aller Krebserkrankungen insgesamt einen 

Anteil von ungefähr 2 % 4. GBM machen etwa 13 % aller intrakraniellen Tumoren 2. Die Inzi-

denz dieser Entität wird mit 5-6 Fällen pro 100.000 Einwohner im Jahr abgeschätzt 5. Der Er-

krankungsgipfel
 
liegt zwischen dem 45. und 75. Lebensjahr. Männer haben ein 1,26fach höheres 

Risiko gegenüber Frauen, an einem malignen Gliom zu erkranken 
2, 2

. Bei Kindern und Jugendli-

chen, die jünger als 19 Jahre sind, beträgt die Inzidenz des GBM 2,6 pro 100.000 Einwohner im 

Jahr 
6
.  

 

1.1.2 Histopathologische und molekulargenetische Eigenschaften 

 

Obwohl der zelluläre Ursprung von Gliomen beim Menschen noch nicht sicher identifiziert ist, 

deuten Untersuchungen auf neoplastisch transformierte neurale Stamm- oder Progenitorzellen als 

Ursprungszellen für die Initiation von Gliomen hin 
2, 7

.  

 

Die Gruppe der Gliome umfasst zahlreiche histologische Untergruppen und Malignitätsgrade, 

die nach den Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) 

klassifiziert werden. 2 Die WHO-Klassifikation der verschiedenen Subgruppen von Gliomen 

orientiert sich an der astrozytären oder oligodendroglialen Differenzierung der Zellen sowie an 

weiteren Malignitätsmerkmalen wie zelluläre Anaplasie, hohe Zelldichte, Angioneogenese, 

Apoptosefiguren und Nekrosen.  

 

Nach aktueller Klassifikation der WHO erfolgt die Einteilung von ZNS-Tumoren in vier Grade 2. 

Entsprechend dieser Klassifikation ist das GBM als Neubildung höchsten Grades (WHO Grad 

IV) eingestuft, weil es als hochmaligner, rasch wachsender Tumor mit geringer Differenzierung, 

zahlreiche Mitosen und Nekrosen aufweisen kann. 

 

Diese histomorphologischen Charakteristika haben hohe prognostische Relevanz. Hochgradig 

maligne Gliome wachsen schnell und infiltrativ. Die GBM metastasiert nur selten außerhalb des 

ZNS. 
3
  

 

Man unterscheidet das primäre vom sekundären GBM. Erstgenanntes entsteht de novo, während 

sich sekundäre GBM durch maligne Transformation von niedrig-gradigen malignen Gliomen 
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entwickeln 
2, 3

. Diese Unterscheidung ist insofern von Bedeutung, als dass unterschiedliche gene-

tische Entwicklungswege zu verschiedenen Mechanismen von Therapieresistenz führen und in 

der Folge unterschiedliche Behandlungen erforderlich machen können. Die bisher identifizierten 

molekulargenetischen Veränderungen, die in den Entstehungsmechanismen von GBM beteiligt 

sein können, sind zum Beispiel verschiedene Heterozygositätsverluste (engl. „loss of 

heterocygosity“, LOH) von Tumorsuppressorgenen, wie beispielsweise der Verlust des TP53-

Genlocus auf Chromosom 17q 
2
. TP53 spielt eine Schlüsselrolle bei der Steuerung des Zellzyk-

lus, der Antwort auf DNS-Schäden, dem Zelltod, der Zelldifferenzierung und der Gefäßneubil-

dung 
2, 8

. TP53-Mutationen werden insbesondere für die maligne Transformation von Gliomen 

verantwortlich gemacht, da sie in der Mehrzahl (65 %) der sekundär entstandenen GBM vor-

kommen, während sie in de novo-GBM eher selten vorhanden sind 2.  

Als klinisch-prognostisch relevant gilt die Promoterhypermethylierung des O6-Methylguanin-

methyl-transferase- (MGMT) -Gens. MGMT kodiert ein DNS-Reparaturprotein, das den Transfer 

einer Methylgruppegruppe von der O6-Position auf einen Cysteinrest katalysiert. Die 

Alkylierung von MGMT ist ein irreversibler Prozess, welcher in der Folge zur Zelldegeneration 

führt 9. Eine MGMT-Promotermethylierung ist bei Patienten mit GBM, die zusätzlich zur Be-

handlung mit Alkylanzien eine Strahlentherapie 
10, 11

 erhalten haben, mit einem längeren Überle-

ben assoziiert.  

Weitere prognostisch relevante Veränderungen sind Punktmutationen im Gen der 

Isocitratdehydrogenase 1 (IDH1-Gen) (Arg132), seltener im Isocitratdehydrogenase 2 (IDH2-

Gen) (Arg172). Sie sind insbesondere bei Patienten mit sekundärem GBM mit einer verbesserten 

Prognose assoziiert 
9, 12

.  

Ein LOH auf Chromosom 1p ist für 12-15 % aller GBM, auf 19q für 54 % der sekundären und 

6 % der primären GBM beschrieben 2. Für beide Gruppen wird der Verlust eines 

Tumorsuppressorgens in der geschädigten Region vermutet 
13, 14

.  

Man geht derzeit davon aus, dass das Zusammenspiel der beschriebenen und noch unbekannten 

molekulargenetischen Veränderungen maßgeblich an den Entstehungsmechanismen und am bio-

logischen Verhalten von GBM beteiligt ist. Entsprechend ist die Identifikation weiterer moleku-

larer Marker, welche als Prognosefaktoren bei der Therapieplanung zum Einsatz kommen kön-

nen, von großer Bedeutung, wenn es darum geht, die Überlebenschancen für Patienten mit GBM 

weiter zu verbessern. 
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1.1.3 Krankheitszeichen, Diagnosestellung und Therapieplanung 

 

Die klinischen Symptome von Patienten mit ZNS-Tumoren sind zum Zeitpunkt der Erstdiagnose 

verschieden und abhängig von der Tumorlokalisation. GBM sind häufig temporal (ca. 31 %) 

lokalisiert. Weitere Tumormanifestationen sind parietal (ca. 24 %), frontal (ca. 23 %) und okzipi-

tal (ca. 16 %) 
2
. Die Anamnese von GBM-Patienten ist wegen des schnellen Tumorwachstums 

typischerweise meist kurz (ca. 3 Monate). Die Krankheitszeichen werden einerseits durch die 

lokale Raumforderung (epileptische Anfälle, Lähmungen, Wesensveränderungen, Teilleistungs-

störungen) und anderseits durch den erhöhten intrakraniellen Druck (Kopfschmerzen, Übelkeit, 

Erbrechen bis zu Hirnstammstörungen mit Bewusstseinstrübungen und Ateminsuffizienz) er-

zeugt 
5, 15

.   

 

Die Magnetresonanztomografie (MRT) vor und nach Kontrastmittelgabe ist bei klinischem Ver-

dacht auf einen intrakraniellen Tumor die diagnostische Methode der Wahl. Zusätzlich können, 

im Notfall oder wenn weitere spezielle Anforderungen an die Diagnostik zum Beispiel im Rah-

men einer Operationsplanung gestellt werden, CT-Untersuchungen durchgeführt werden 
5, 16

. 

Hier stellt sich das Glioblastom in der Regel supratentoriell (frontal, temporal, parietal oder sel-

ten okzipital) dar. Oft zeigt sich eine Balkenbeteiligung mit Ausdehnung auf die kontralaterale 

Hemisphäre. In der bildgebenden Diagnostik werden bis zu 20 % multifokale Ausbreitungsmus-

ter angetroffen; zusätzlich ergeben sich Zeichen eines raumfordernden und diffus infiltrierenden 

Wachstums. Um ein GBM stellt sich oft ein inhomogenes fingerförmiges Umgebungsödem mit 

kräftiger Kontrastmittelaufnahme dar; zentrale Nekrosen mit Einblutungen oder Spiegelbildun-

gen könnten enthalten sein. 
15, 17

 

 

1.1.4 Aktuelle Therapiekonzepte und therapeutische Herausforderungen 

 

Für Patienten mit GBM ist die neurochirurgische Tumorexstirpation die Therapie der Wahl. Das 

Ausmaß der Operation bestimmt zwar die Prognose der Patienten, maßgeblich wird diese jedoch 

durch die Abhängigkeit von der lokalen Ausbreitung und der unmittelbaren Tumorlokalisation 

z. B. in der Nähe zu lebenswichtigen Hirnstrukturen limitiert. Die Operation dient auch der Ma-

terialgewinnung für die histologische Diagnosestellung. Durch mikrochirurgische Operations-

techniken, intraoperatives Monitoring potenziell gefährdeter Hirnfunktionen, spezielle Methoden 

der Neuronavigation sowie Möglichkeiten der intraoperativen bildgebenden Diagnostik (MRT, 

Ultraschall) wurde das operationsbedingte Morbiditätsrisiko der Patienten in den letzten Jahr-
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zehnten kontinuierlich gesenkt 
16

. Stereotaktische Biopsien können bei multiplen, ungünstig lo-

kalisierten Läsionen, bei schlechtem Allgemeinzustand präoperativ durchgeführt werden und 

führen bei 90 % der Patienten-Fälle zur histologischen Diagnosesicherung 
16

.  

 

Weitere Säulen bei der Behandlung von GBM sind Chemotherapie und Bestrahlung. 

 

Eine Strahlentherapie kann bei postoperativ verbliebenem Resttumor die Überlebenszeit des Pa-

tienten verlängern 
16

. Die lokale Strahlentherapie wird bei fehlender prognostischer Überlegen-

heit der Ganzhirnbestrahlung bei Gliomen bevorzugt 
5
. Die Bestrahlung erfolgt in der Regel mit 

einer Fraktionierung von 2 Gy bei einer Gesamtdosis von 60 Gy 
10

. 

 

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse der randomisierten EORTC-Studie 18
 (engl. „ Euro-

pean Organisation for Research and Treatment of Cancer“, Europäische Organisation für For-

schung und Behandlung von Krebs) wird die Therapie des GBM als Kombination aus Strahlen-

therapie und adjuvanter Chemotherapie mit Temozolomid als Standardtherapie empfohlen 
10, 18-

20
. Hier wurden erwachsene Patienten mit einer alleinigen Strahlentherapie oder mit identischer 

Strahlentherapie und Temozolomid behandelt. Der Methylierungsstatus des MGMT wurde nach-

träglich aus dem Tumorgewebe bestimmt. Bei einer Methylierung des MGMT-Promotors war 

der Erfolg einer kombinierten Radiochemotherapie mit Temozolomid im Gesamtüberleben ver-

bessert. Dieses Ergebnis steht für die praktische Anwendung molekularer Marker als 

Prognosefaktoren bei der Therapieplanung. 

 

Eine weitere Substanzklasse in der zytostatischen Therapie des GBM sind Platinderviate wie 

Cisplatin. Zusätzlich kommen Alkylanzien wie Carmustin oder Cyclophosphamid, 

Nitrosoharnsoffe wie Bis-Chlorethyl-Nitrosourea (BCNU), Topoisomerase-II-Inhibitoren 

wie Etoposid 
10, 16, 19, 21, 22

 und Antimetabolite wie Methotrexat 
23

 zum Einsatz. Dabei hat 

sich gezeigt, dass eine Kombinationstherapie mit diesen Substanzen verglichen mit bestimmten 

Monotherapien keinen signifikanten Unterschied im Hinblick auf das Gesamtüberleben der Pati-

enten erzeugt. Daher werden Kombinationstherapien gemäß der aktuellen Leitlinie für die The-

rapie von erwachsenen Patienten mit malignen Gliomen nicht empfohlen 
16, 24

. 

Experimentelle Therapieansätze sehen u. a. gentherapeutische Ansätze vor. So wird beispiels-

weise untersucht, ob Herpesviren als Transport-Vektoren für das Einschleusen von Testsubstan-

zen in GBM funktionieren können und ob dieses Vorgehen in Kombination mit etablierten Be-

handlungsmethoden effektiv ist 
24-27

.  
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Ein nicht unbedeutendes Problem für die Entwicklung neuer Medikamente ist allerdings die 

Überwindung der Blut-Hirn-Schranke bei parenteraler bzw. enteraler Applikationsform. Diese 

Barrieren für potenziell wirksame Antitumor-Medikamente aufzuheben, damit ein effektiver 

Wirkstoffspiegel der Substanz in den Tumorzellen im ZNS erreicht wird, ist ein weiteres Ziel 

aktueller Forschungsprojekte 
26, 28

.  

 

Weitere experimentelle Behandlungen basieren auf der Beeinflussung anderer typischer biologi-

scher Eigenschaften von GBM wie der pathologischen Neoangiogenese: Die antiangiogenetische 

Wirkung einer Kombination von antiendothelialem Wachstumsfaktor (anti-VEGF; z. B. 

Bevacizumab) und einer zytotoxischen Therapie wird derzeit in klinischen Studien überprüft 
29-

31
.  Dabei hat die Kombinationstherapie mit Bevacizumab und Temozolomid (z. T. auch mit ei-

ner Strahlentherapie) bereits vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf das progressionsfreie 

Überleben der Patienten gezeigt 
32, 33

. 
5, 34

 

In einigen Fällen müssen individuelle supportive Maßnahmen im Rahmen der Palliativmedizin 

als alleinige Option durchgeführt werden.   

 

Vor diesem Hintergrund benötigt eine Verbesserung der bereits bestehenden Behandlungsansät-

ze in der Neuroonkologie unbedingt ein erweitertes Verständnis der molekulargenetischen Ei-

genschaften von GBM. Dazu gehört auch die Identifikation neuer biologischer Marker mittels 

derer das Ansprechen auf vielversprechende Zytostatika wie Platinsubstanzen sowie eine Resis-

tenzentwicklung der Tumorzellen im Rahmen der Behandlungsplanung individuell vorhergesagt 

werden könnte. 

 

1.1.5 Prognose 

 

Die mittlere Überlebenszeit eines Patienten mit GBM liegt ab dem Zeitpunkt der Diagnosestel-

lung etwa zwischen 6-12 Monaten 
5
.  

 

Durch die mittlerweile empfohlene Kombination von Temozolomid und Bestrahlung wurde die 

mediane Überlebenszeit der Patienten altersabhängig von 12,1 Monaten auf 14,6 Monate und die 

5-Jahres-Überlebensrate von 2 % auf 10% angehoben 
10, 18, 20

. Jüngere Patienten haben insgesamt 

eine günstigere Prognose 
10, 35

. Zwanzig bis  30 % der Patienten entwickeln ein Rezidiv der Er-

krankung 
10

. Im Rezidivfall konnte durch die Verwendung von Bevacizumab und Irinotecan ein 
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weiteres progressionsfreies Überleben von 6 Monaten 
10

 erreicht werden. Die Radikalität der 

chirurgischen Resektion hat bei Erwachsenen keinen signifikanten Einfluss auf die Gesamt-

Überlebenszeit 
36-38

.  
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2. DER TYP II-TUMORSUPPRESSOR "INHIBITOR OF GROWTH 1" (ING1) 

 

Tumorsuppessorgene fungieren mit ihren Proteinen als zentrale Steuerglieder in den Signalwe-

gen einer Zelle. Tumorsuppressoren haben wichtige Aufgaben bei zellulären Signalwegen, die 

bei der Wachstumskontrolle eine Rolle spielen. Hierzu gehören beispielsweise Mechanismen der 

Proliferation, Apoptose, Seneszenz und DNS-Reparatur 
39

.  

 

Tumorsuppessoren werden nach ihrer Funktion in zwei Klassen kategorisiert:  

 

Beim Typ I handelt es sich um Proteine, welche neben vielen anderen wachstumsregulatorischen 

Funktionen Mutationen im Genom erkennen und Schutzmechanismen einleiten. Die zugehörigen 

Gene sind in vielen Malignomen mutiert. Ein bekannter Typ I-Tumorsuppressor ist zum Beispiel 

TP53. 
39

 

 

Typ II-Tumorsuppressoren sind insbesondere durch ihren direkten Einfluss auf das Zellwachs-

tum gekennzeichnet. Sie sind in malignen Zellen oft reduziert exprimiert bzw. ihre Funktionen 

inaktiviert. Mutationen kommen seltener vor. 
40

 

 

Seit der Erstbeschreibung 1996 in Brustepithel- und Mamma-Karzinomzellen wurden für 

ING1 
41

 zahlreiche Funktionen bei verschiedenen biologischen Prozessen wie Apoptose 
42, 43

, 

Zellalterung 
44-47

, DNS-Reparatur 
48

, Zellzyklusregulation, Angiogenese 
49

 und 

Chemosensitivität 
50

 beschrieben.   

 

Das ING1-Gen wurde auf dem langen Arm von Chromosom 13q33-34 lokalisiert 
51

. Diese 

ING1-Region enthält die genetische Information für mindestens drei Proteinisoformen, welche 

durch den Vorgang des alternativen Spleißens generiert werden. Zwei dieser Isoformen waren 

Gegenstand der Untersuchungen. Die Isoform p47
ING1a

 wird von den Exonen 1b und 2 kodiert, 

während p33
ING1b

 von den Exonen 1a und 2 kodiert wird (siehe Abbildung 2.1). Bei der Prolife-

ration menschlicher Zellen ist die Isoform p33
ING1b 

am ausgeprägtesten exprimiert 
52

. 

 

ING1 zu den Typ II-Tumorsuppressoren gezählt 
41, 52

, beispielsweise wurde der Verlust der Gen-

funktion in ING1-"Knock-out"-Mäusen mit einem erhöhten Auftreten von B-Zell-Lymphomen 

in Verbindung gebracht 
53

. Bei Gliomen ist die Eigenschaft als Tumorsuppressor mit der Interak-

tion mit dem Tumorsuppressor TP53 verbunden 
52, 54

. Eine Interaktion mit weiteren Wachstums-



20 

 

regulatoren und der Proteinisoform p33
ING1b 

sind bekannt, so ist es in den Signalketten der drei 

Regulatoren H3K4 (engl. „histone H3 methylated on lysine (K) 4“), TP 53 und PCNA eingebun-

den. Zusammen mit PIP (engl. „phosphatidylinositol monophosphates“) als Aktivator führt es 

mit PCNA zur Modulation der Prozesse in der DNS-Reparatur und Replikation als auch bei der 

Apoptose. H3K4 beeinflusst zusammen mit dem ING1-PIP-Komplex den Grad der 

Histonmethylierung (siehe unten). Der ING1/TP53-Signalweg wirkt sich besonders während den 

G1, S und G2-Phasen des Zellzyklus aus, in der Regel wird hier über die Apoptose berichtet 
52

. 

Eine Abweichung im Muster der ING1-Promotermethylierung konnte für die chronische lym-

phatische Leukämie oder das Ovarialkarzinom beschrieben werden. Hier wurde die Vermutung 

einer Rolle in der Onkogenese diskutiert 
55, 56

.  

 

Nach der DNS-Schädigung durch UV-Licht von Fibroblastenkulturen konnte eine Bindung von 

der Proteinisoform p33
ING1b 

an PNCA (engl. "Proliferating cell nuclear antigen“) nachgewiesen 

werden. PCNA ist als ein bedeutender Akteur bei der DNS-Replikation und -reparatur bekannt. 

Ohne die Interaktion zwischen p33
ING1b 

und PNCA gingen die Zellen in Apoptose. 
57

 Eine 

Schüsselrolle für p33
ING1b  

wurde in diesem Prozess diskutiert 
52

.  

 

Für die Funktion der Tumorsuppression ist zum Einen die Transduktion von Signalen durch sig-

nalaktive Phospholipide verantwortlich 
52, 58-60

. Des Weiteren werden eine Chromatin-

Modifikation und eine anschließende Aktivierung von Histonacetylasen und -deacetylasen durch 

ING1 diskutiert. Durch die Modifikation von Histonen kann durch Konfigurationsänderungen 

des DNS-Histonkomplexes die Transkription von Genen ermöglicht bzw. verhindert werden. 
61-

63
  Hier teilt sich die ING-Familie ein konserviertes Zinkfinger-Motiv (engl. "plant 

homeodomain“, (PHD)-Finger). Allen ING1-Isoformen ist dieses PHD-Fingermotiv am C-

Terminus gemeinsam, eine C4HC3-Zinkfingerstruktur von 50-80 Aminosäuren, die eine DNS-

Bindungsstelle darstellt 
63-65

. Die Funktion des PHD-Motivs liegt in der epigenetischen Bindung 

an die DNS bei der Vervielfältigung des Erbguts bzw. anderen genregulatorischen Prozessen 
66, 

67
. 

 

Beim GBM wurde in Abschnitt 1.1.2 eine TP53-Defizienz als charakteristisch bezeichnet. Diese 

Störung kann eine Resistenz gegenüber DNS-schädigenden Substanzen wie Cisplatin bedingen. 

Diesem Beispiel einer defizitären Tumorfunktion entsprechend, wurde für ING1 eine Funktion 

bei den Mechanismen einer veränderten Chemosensitivität von malignen Hirntumorzellen be-

schrieben 
50

. So wurde in 100 malignen ZNS-Tumoren (darunter 34 Glioblastome) eine Mutati-
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onsanalyse der kodierenden Regionen vorgenommen und keine Mutationen nachgewiesen. 

Vielmehr konnte semiquantitativ gezeigt werden, dass die ING1-Expression in diesen Tumoren 

mit deren zunehmendem Malignitätsgrad reduziert war 
68

.  

 

 

Abbildung 2.1: Darstellung des ING1 Gens und seiner Spleißprodukte. Die Linie (mit dem 

Kreuz) soll den Spleißvorgang symbolisieren. (modifiziert nach 
69

) 

 

Diese Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass ING1-Proteine aufgrund ihrer 

tumorsuppressorischen Funktionen bzw. ihrer epigenetischen Steuerungsfunktionen einen Ein-

fluss auf die Reaktion von Gliomzellen nach einer DNS-Schädigung haben. 

 

Basierend auf diesen Ergebnissen wird ING1 der Klasse von Typ II–Tumorsuppressorgenen zu-

geordnet 
70

. 

 

2.1 Funktion der ING1-Spleißvarianten  

 

Die Suppression der Spleißvariante p33
ING1b

 in vivo trug zur Tumorentstehung des Neuro-

blastoms bei 
41

. Zusätzlich wurde gezeigt, dass ING1 eine Funktion in der Zellalterung besitzt. 

Die Nähe des Gens zur Lokalisation von Telomerstrukturen auf Chromosom 13q33 kann diese 

Tatsache begründen 
44, 65, 71

. In humanen Fibroblastenzelllinien, welche mit p33
ING1b

-Antisense 

behandelt wurden, konnte die Replikationsfähigkeit der Zellen gesteigert werden. Die Expressi-

on von ING1-Spleißvarianten lag in alternden Zellen hierbei höher als in jungen 
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Fibroblastenzellen 
72

. Eine ektope p47
ING1a

-Überexpression zeigte hingegen keinen Ein-

fluss auf die Apoptose in Abhängigkeit zum Zellalter 
46

. 

Hinsichtlich der Zellzykluskontrolle konnte gezeigt werden, dass die ING1-Spleißvarianten in 

den jeweiligen Zellzyklusphasen quantitativ unterschiedlich nachweisbar sind. Im Übergang von 

G0 zu G1 sind sie verringert nachweisbar, während sie in der späten G2-Phase höhere Level auf-

weisen. Das Maximum der ING1-Expression ist in der S-Phase und ein erneutes Absinken des 

Expressionsniveaus ist in der G2-Phase nachweisbar. Genauere Aussagen über den zugehörigen 

Regelmechanismus sind aktuell noch nicht bekannt 
72

.  

 

Erhöhte Spiegel von p33
ING1b

 bedingen einen G1-Arrest der Zellen, während eine verminderte 

p33
ING1b

-Expression mit einem erhöhten Zellwachstum und Zelltransformation in vitro einher-

geht 
41

.  

 

Die Vielzahl der Funktionen in welche ING1 involviert ist, verweist auf eine universelle Rolle 

der ING1-Proteine in der Regulierung des Zellzyklus.  

 

2.2  Cisplatin (CDDP) als Modell zur Erzeugung von DNS-Schäden   

 

Cisplatin ist eine Schwermetallkomplexverbindung, welche strukturell als eine Diamino-

dichloro-Platinverbindung dargestellt werden kann. CDDP bindet an alle Basen der DNS und 

wirkt alkylierend durch intra- oder interstrangartige Quervernetzungen („crosslinks“), in deren 

Folge DNS-, RNS- und Proteinsynthesen gestört werden. Die Zelle tritt dann in die Apoptose ein 

oder die DNS wird repariert, was zur Resistenzbildung einer Zelle gegenüber CDDP führen 

kann. 
73, 74

  Hier sind die besonders schwerwiegenden Doppeltrangbrüche von Interesse 
75

. 

 

Platinsubstanzen sind Bestandteil etablierter Chemotherapie-Regime, die auch für Kinder und 

Jugendliche mit hochgradig malignen Gliomen relevant sind 
76

. Spezielle molekulare Marker, die 

beispielsweise das individuelle Ansprechen der Tumore auf Platinverbindungen im Rahmen der 

Therapieplanung individuell vorhersagen, wurden bisher noch nicht identifiziert. Sie könnten 

jedoch zur Therapieoptimierung beitragen. 

 

Die Rolle einer intakten bzw. gestörten ING1-Funktion vor dem Hintergrund des putativen 

Tumorsuppressorgens Typ II bei der cisplantininduzieren Apoptose war Forschungsgegenstand 

in dieser Arbeit.   
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3. ZIELSETZUNG UND HYPOTHESEN 

 

ING1-Proteine stellen wichtige Regulatoren des Zellzyklus dar. Als Tumorsuppressorgen des 

Typ II hat die Aktivierung, Suppression oder Deaktivierung von ING1 einen möglichen Einfluss 

auf das Therapieansprechen maligner Tumoren unter antineoplastischer Therapie. Vor diesem 

Hintergrund soll ein besseres molekulares Verständnis der funktionellen Relevanz des ING1-

Genproduktes bei der Apoptose erreicht werden.  

 

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist es, zum besseren molekularen Verständnis von hoch-

gradig malignen Gliomen unter Cisplatintherapie und zur Verbesserung von Therapiekonzepten 

für Patienten mit diesen Tumoren beizutragen. Dazu bedarf es der Identifizierung neuer moleku-

larer Faktoren sowie der Definition von deren Rolle in der Gliombiologie. Aufgrund seiner 

tumorsuppressorischen Funktionen ist ING1 ein Kandidat, der in diesem Zusammenhang rele-

vant sein könnte. 

 

 

Als Grundlage für das vorliegende Projekt wurden folgende Hypothesen aufgestellt: 

 

1. Die endogene Expression der ING1-Isoformen p33
ING1b 

und p47
ING1a 

in GBM-Zellen wird 

durch DNS-Schädigung unterschiedlich induziert. 

 

2. Eine reduzierte ING1-Expression verändert das Wachstums- und Apoptoseverhalten von 

GBM-Zellen nach Cisplatinbehandlung. 
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4. EXPERIMENTELLES KONZEPT  

 

Zur Prüfung der oben genannten Hypothesen (siehe Abschnitt 3) sind folgende Untersuchungen 

an malignen Gliomzellen notwendig: 

 

 die Analyse der endogenen Expressionsspiegel von ING1-mRNS und -Proteine nach Be-

handlung mit DNS-schädigenden Agenzien (Cisplatin, Gammastrahlung) sowie nach Be-

handlung mit Zytostatika, die alternative Apoptosewege induzieren (Mitosehemmer 

Vincristin) sowie 

 

 die Zellzyklusanalyse von GBM-Zellen mit alterierter ING1-Expression nach DNS-

Schädigung. 
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4.1.1 Materialien, Geräte und Reagenzien  

 

Alle Materialien, Geräte, Reagenzien wurden, wie vom Hersteller empfohlen und in medizindi-

agnostischen bzw. naturwissenschaftlichen Laboren verwendet, gelöst und gelagert. 

 

4.1.2 Verbrauchsmaterialen 

 

Materialien Hersteller 

Eppendorf Reaktionsgefäße (safe lock) 500, 1500, 

1000, 2000 µl 

Eppendorf 

Falcon Reaktionsgefäße 15, 50 ml Falcon 

Parafilm Pechitey Plastic Packing 

Pipettenspitzen 5 ml, 10 ml, 25 ml Becton Dickinson Labware 

Pipettenspitzen 2 ml, 5 ml, 10ml, 25 ml für  

Pipetboy acu 

Becton Dickinson Labware 

 

4.1.3 Geräte 

 

Gerät Hersteller 

Autoklav Systec GmbH 

Blockheizgerät; Thermomixer comfort Eppendorf 

Deionisierungsanlage Milli Q UF plus Millipore 

Elektrophoresekammern Mini-Sub-Cell GT und 

Sub-Cell GT (inclusive Gelkamm, Gelträger Gel-

gießvorrichtung) 

BioRad Laboratories 

Feinwaage; SBA 51 Scaltec 

Gel-Fotodokumentationsanlage mit UV-Tisch Intas Science Imaging Instruments 

GmbH 

Kipptischschüttler 3013 GFLR 

Magnetrührer, heizbar, C 35  Cabinco 

Membranvakuumpumpe; Vacuubrand GMBH Vacuubrand GMBH 

Microcomputer, Electrophoresis, Power Supply 

E802 (Stromversorgungsgerät) 

Consort 

Mikrowellengerät Sharp 
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Minishaker; MS2  IKAID Werke 

Miniwasserbad Julabo 

Netzstromversorgungsgerät; E802 300 V-2000 mA Consort 

Netzstromversorgungsgerät; pp 4000 Biometra 

Netzstromversorgungsgeräte; Blue Power 500,3000  Serva 

pH-Meter Hanna Instruments 

Photometer Küvetten Amersham Bioscience 

Photometer; Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech 

Pipette (elektrisch), EasyPet  Eppendorf AG 

Pipette (elektrisch), Pipetboy acu integra bioscience, 

Pipetten (manuell) 0,5 µl-1000 µl Labsystems Sarstedt AG & Co. 

Pipetten Precision 5-100 µl Biozym  

Pipetten Proline 0,2-10 µl, 5-100 µl BioHIT 

Pipetten; P10, P20, P100, P200, P1000 Gilson  

Röntgenfilmentwicklungsgerät;45 compact Protec 

Slab Gel Dryer (Vakuum-Geltrockner) Hoafar Scientific 

Strahlentherapiegerät, Gammatron „S“ Siemens 

Thermocycler; T-Gradient  Biometra 

Thermocycler; Unoblock Biometra 

Thermomixer (Blockheizgerät) Eppendorf AG 

Thermomixer Aufsätze 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml  Eppendorf 

Vortex; REAX top Heidolph 

Zell-/ Bakterieninkubator TH 30 Edmund Bühler 

Zentifuge; Megafuge 1,0R (Rotor 2704; Einsätze 

#7570F) 

Heraeus instruments 

Zentrifuge (Tischzentrifuge); Galaxy mini Merck Eurolab 

Zentrifuge BioFuge fresco Heraeus instruments 

Zentrifuge; Biofuge fresco (Rotorblatt 3324) Heraeus instruments 

Zentrifuge; Biofuge pico (Rotor 3325 F152750) Heraeus instruments 

Electro Cell Manipulator/Model ECM 630 BTX 
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4.1.4 Reagenzien 

 

Medien/Zusätze und Chemikalien Hersteller 

Acrylamid (AA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Acrylamidlösung Biorad 

Agarose Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ammoniumclorid (N2HC)l Merck 

Ammoniumpersulfatlösung (APS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Bisacrylamid (BAA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Borsäure Merck 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ethidiumbromidlösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Glycerin Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Harnstoff Merck 

Isopropanol Merck 

Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co 

Methanol Merck 

Natriumchlorid (NaCl) Merck 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Nonidet (4-Nonylphenolpolyethylenglycol 

P-40) 

Boehringer Mannheim 

PBS Dulbecco Pulver Biochrom KG 

pUC19 DNA/MspI (HpaII) Firma MBI Fermentas 

Tetramethylethylendiami (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Tris-Base Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Triton 100 x Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

TRIZMA Base Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Tween 20 BioRad Laboratories 
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4.1.5 Puffer und Lösungen 

 

Puffer Herstellung 

0,5 M EDTA pH 8,0 18,61 g EDTA in 90 ml dH2O lösen, den pH-

Wert mit 5 N NaOH auf 8,0 einstellen, mit 

dH2O auf 100 ml auffüllen 

10 x PBS 96 g PBS in 1 l dH2O lösen 

10 x TBE-Puffer TRIS 0,89 M, EDTA-Na2-Salz 0,02 M, 

Borsäure 0,89 M, pH 8,3 ± 0,2 ad 1000 ml 

dH2O 

150 mM Tris pH 7,6 18,17 g Tris in 800 ml dH2O lösen, den pH-

Wert mit 5 N HCl auf 7,6 einstellen, mit 

dH2O auf 1 l auffüllen 

1 M Trishydroxymethylaminomethane 

(Tris) pH 8,0 

6,055 g Tris in 40 ml dH2O lösen, den pH-

Wert mit 5 N HCl auf 8,0 einstellen, mit 

dH2O auf 50 ml auffüllen 

2 M Tris 24,22 g Tris in 90 ml dH2O lösen, mit dH2O 

auf 1 l auffüllen 

Agarosegelprobenpuffer 250 mg Bromphenolblau in 33 ml 150 mM 

Tris pH 7,6 lösen, 60 ml Glycerin zugeben, 

mit dH2O auf 100 ml auffüllen 

Ethidiumbromidlösung (1 mg/ml) 100 mg Ethidiumbromid in 100 ml dH2O 

lösen 

PBS-Puffer 9,55 g PBS Dulbecco Pulver in 1 l ddH2O 

lösen 

T-PBS (0,05 %)  100 ml 10x PBS + 900 ml dH2O, 500 µl 

Tween 20 dazugeben 

Tris-Borsäure-EDTA-(TBE-)Puffer (10 x) 108 g Tris + 55 g Borsäure + 93 g EDTA in 

800 ml dH2O lösen, auf 1 l auffüllen 

Tris-EDTA-(TE-)Puffer 4 ml 1 M Tris-Stammlösung + 0,8 ml 1 M 

EDTA-Stammlösung, auf 400 ml mit dH2O 

auffüllen, autoklavieren und bei Raumtempe-

ratur lagern 
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4.1.6  Kits 

 

Kit Hersteller 

Big Dye Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction Kit 

ABI PRISM 

Plasmid Midi Kit Qiagen GmbH 

QIAEX II-Kit (Nukleinsäuren-Gel-

Extraktion). 

Qiagen GmbH 

 

4.1.6.1 Zellkultur 

 

Geräte/Verbrauchsmaterialien Hersteller 

Brutschrank Hera cell 240 Heraeus instruments 

Eismaschine Ziegra Eis Maschinen 

Fuchs-Rosenthal-Zählkammer Laborcenter, Nürnberg 

Kryoröhrchen Nunc GmbH & Co. KG 

Kulturflaschen 75 cm
2
 Falcon 

Lichtmikroskop (4 x – 20 x) Wilovert A Hund 

Sterilbank Hera safe Heraeus instruments 

Ultraschallhomogenisiersatior für biologisches Gewe-

be; Ultra Thurax T 25 basic 

IKAID Werke 

Wasserbad (temperierbar) Memmert 

Zellschaber Falcon 

 

Zelllinien 

 

Herkunft 

Zelllinie LN229 GBM-Zellinie, ( Prof. Weller, 

Universität Tübingen) 

 

Medien/Zusätze und Chemikalien 

 

Hersteller 

Dulbecco´s modified Eagle medium (DMEM): 

4500 mg/l Glucose, L-Glutamin, ohne Pyruvat 

Gibco BRL 

Foetal Bovine Serum (FBS) Gibco BRL 

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Pen, 10000 µg/ml 

Strep in 0,85 % NaCl) 

Gibco BRL 
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Phosphatpuffer (PBS) ohne Ca
2+

 und Mg
2+

 Gibco GRL 

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsäure 10 x (EDTA) Gibco GRL 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

 

4.1.6.2 RNS-Isolierung, cDNS-Synthese, PCR und RT-PCR, Realtime-PCR 

 

Geräte/Verbrauchsmaterialien Hersteller 

10 x PCR-Puffer MBI Fermentas 

Amplification Grade DNase I (20 U) 

(Komplettsystem) 

Invitrogen 

AmpliTaq (thermostabile DNS – Polymer-

ase) 5 U/µl 

MBI Fermentas 

dNTP (Desoxyribonukleotidtriphosphat ) 

2 mM 

MBI Fermentas 

Lightcylcer (kombiniert mit LightCycler 

Software Version 3.5) 

Roche 

Magnesiumchloridlösung 25 mM MBI Fermentas 

PUREGENE DNS-Purification Kit Gentra 

Ribonuclease H (30 U) Gibco BRL Life Technologies 

Spezifisch synthetisierte Oligonukleotide (z. 

B. Primer) 

MWG Biotech oder TiB-Molbiol 

Superscript II First-Strand-Synthese“-Kit 

(Komplettsystem) 

Invitrogen 

TRIzol Total RNA Isolation Reagent Gibco BRL 

 

4.1.6.3 Proteinextraktion, Proteinmessung 

 

Puffer/ Lösungen  Hersteller/Herstellung 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich GmbH 

Bradfordreagenz BioRad Laboratories 

NonSDS-RIPA-Puffer (Lyse-Puffer) 4,38 g Natriumchlorid in 400 ml dH2O lösen, 

12,5 ml 2 M Tris, 5 ml Nonidet P 40 und 

5 ml Triton x 100 zugeben, mit dH2O auf 

500 ml auffüllen 
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PBS-Puffer 9,55 g PBS Dulbecco Pulver in 1 l dH2O 

lösen 

 

4.1.6.4 Westernblot 

 

Reagenzien Hersteller 

10 x reducing agent (NuPage-System) Invitrogen Life Technologies 

3-Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) USB Corporation 

4x Proteinprobenpuffer (NuPage-System) Invitrogen Life Technologies 

Anti-Actin-Antikörper Dako 

Bench Marker (NuPAGE-System) Invitrogen Life Technologies 

CAb I-IV (anti-Human)-ING1-Antikörper zur Verfügung gestellt von Prof. K. 

Riabowol, Department of Biochemistry and 

Molecular Biology and Oncology, Southern 

Alberta Cancer Research Centre, University 

of Calgary, Kanada 

Coomassie Brilliant Blue Fertiglösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

ECL-Detektionskit Amersham Biosciences UK Limited 

ExtrAvidin Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Magic Marker (NuPAGE-System) Invitrogen Life Technologies 

Methanol Merck 

Ponceau-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

rabbit-anti-mouse, Biotin (Sekundärantikör-

per) 

Dako 

 

Puffer und Lösungen 

 

Herstellung 

MOPS-Elektrophoresepuffer (20 x) 104,6 g MOPS; 60,6 g TRIS; 10 g SDS; 3 g 

EDTA in 300 ml dH2O add. lösen, Ge-

brauchslösung mit ddH2O add. 500 ml 

NuPAGE-Transferpuffer (1 x) 50 ml 20 x NuPAGE Transferpuffer + 

100 ml Methanol absolut, mit ddH2O auf 1 l 

auffüllen 
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RIPA Puffer (500 ml Ansatz) 2 M Tris + 4,38 g + NaCl + 1 % Nonidet P 

40 + 1 % Triton x 100 auf 500 ml mit dH2O 

auffüllen 

 

Geräte/Verbrauchsmaterialien 

 

Hersteller 

NuPage-System : 

„Blottingpads“; „Blotting“-Elektroden; 

„Blotting“-Klammer; Probenkämme; Gel-

klammern¸ Elektrophoresekammer, 

Elektrophoreselektroden 

Invitrogen Life Technologies 

Filmentwicklermaschine Compact 2 Protec Medizintechnik GmbH & Co. KG 

Filterpapier Schleicher & Schuell GmbH 

Hyperkasette (Röngenfilmkassette) Amersham Biosciences UK Limited 

Lumi-Film; Chemiluminescent Detection 

Film 

Roche Applied Science 

Nitrozellulosemembran (0,2 µm) BioRad Laboratories 

NuPAGE Novex Bis-Tris Gele 4-12 % Invitrogen Life Technologies 

Stromversorgungsgerät EPS 3501 XL Amersham Biosciences 

Plastikküvetten Sarstedt AG & Co. 

Fotometer  Pharmacia Biotech 

 

4.1.6.5 Transformation, Bakterienzüchtung 

 

TOPO TA Cloning Kit  Invitrogen Life Technologies 

pCR 2.1-TOPO 3.9kb Vektor  Invitrogen Life Technologies  

Bakterienzellen:  Chemokompetente E.coli 

TOP10F` Zellen Genotyp: F´(lacIq,  Tn10(TetR)) 

mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recA1 

araD139  (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 

nupG 

Invitrogen Life Technologies 
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Reagenzien  Hersteller 

Trypton   

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Hefeextrakt   Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Agar   

 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ampicillin (Pulver)   Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

SOC-Medium   Invitrogen Life Technologies  

 

Puffer und Lösungen 

 

Herstellung 

Ampicillin-Stammlösung (10 mg/ml)   

 

(Lagerung bei -20 °C) 

LB- Medium (Luria Bertani-Medium)   10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl in 

1000 ml ddH2O (Lagerung bei 4°C) 

 

4.1.6.6 Durchflusszytometrie 

 

Chemikalien/Reagenzien  Hersteller  

2’-Deoxycytidin  Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

5-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH  

6 well plates  Becton Dickinson Labware  

Ethidiumbromid, 3,8-Diamino-5-ethyl-6- 

phenylphenanthridiniumbromid, 

Homidiumbromid  

Serva  

Höchst 33258, Bisbenzimid  Riedel-de Haën AG  

Kalziumchlorid (CaCl2)  Merck  

Magnesiumchlorid (MgCl2)  Merck  

 

Puffer und Lösungen 

 

Herstellung 

BrdU-Stammlösung 6 mM 5-Bromo-2’-Deoxyuridin + 

6 mM 2’- Deoxycytidin in PBS 

lösen 

EB-Gebrauchslösung (3 µg/ml) 2 % EB-Stammlösung in Tris-

Puffer 
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Ethidiumbromid- (EB-) Stammlösung 150 µg/ml Ethidiumbromid in dH2O 

lösen, bei 4°C lichtgeschützt lagern 

Hoechst 33258-Gebrauchslösung 

(1,2 µg/ml) 

0,06 % Hoechst 33258-

Stammlösung in Tris- Puffer 

Hoechst 33258-Stammlösung 2 mg/ml Hoechst 33258 in dH2O 

lösen, bei 4°C lichtgeschützt lagern 

Tris-Puffer 100 mM Tris-HCl + 154 mM NaCl 

+ 0,4 mM MgCl2 + 1 mM CaCl2 + 

0,1 % Nonidet P40 + 0,2 % BSA in 

dH2O lösen 

 

Geräte/Software 

 

Hersteller 

Durchflusszytometer PAS III Partec 

FlowMax, Version 2.3, Cytometry software Joseph Trotter, Salk institute Partec 

WinMDI, Version 2.8 Joseph Trotter, Salk institute Partec 

 

4.1.6.7 Sonstige Software 

 

Software Hersteller 

ABI PRISM 337 v2.1 Applied Biosystems 

Chromas (Version 1.1) Technelysium 

Data Collection und Data Analysis 

Programms (Version 1.2. bzw. Dl-7.1) 

Applied Biosystems 

Editseq 5.0  DNAStar Inc. 2001 

Gel-Pro 3.2 Software Media Cybernietcs 

Microsoft Office 2007 Microsoft 

Oligo 4.0 Molecular Biology Insights 

PubMed NCBI 

Seqman II 5.0  DNAStar Inc.2001 

Sequence Editor v1.3 Applied Biosystems 

UniGene NCBI 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Zellkultur 

 

Bei dieser Methode werden Zellen in vitro kultiviert. Zellen können direkt aus dem Zellverband  

eines tierischen oder pflanzlichen Organismus gelöst und als Primärkultur oder in 

immortalisierter Form in Kultur gebracht und vermehrt werden. Einige Zellen schwimmen frei 

im Nährmedium, während andere adhärent auf einer Oberfläche gedeihen.  

 

Um die typischen Eigenschaften der vom Gesamtorganismus isolierten Zellen (wie Wachstum, 

Teilung usw.) in diesem Modell möglichst naturgetreu untersuchen zu können, muss eine ent-

sprechende Umgebung simuliert werden. 

 

Die Anzucht der Zellen erfolgte für die vorliegende Arbeit in 75 cm²-messenden Kulturflaschen 

mit Mikro-Filter im Inkubator. Der Ansatz des Nährmediums in der Kulturflache bestand aus 

14,25 ml Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) und 0,75 ml FCS . Auf den Zusatz eines 

Antibiotikums wurde verzichtet. Die Kulturbedingungen lagen bei einer Temperatur von 37°C 

und einer 6,5 % Kohlendioxid-Atmosphäre. Vitalität, Morphologie oder krankhafte Veränderun-

gen der Kulturen wurden regelmäßig lichtmikroskopisch überwacht. Essenzielle 

Stoffwechselmetabolite (z. B. Aminosäuren, anorganische Salze oder Spurenelemente) wurden 

über das konfektionierte Kulturmedium zugeführt. Von den Zellen abgegebene Stoffwechsel-

endprodukte wurden in regelmäßigen Abständen durch Wechseln des Nährmediums entfernt. Im 

Einzelfall ist die Verwendung weiterer Hilfsstoffe (Haftvermittler oder Hormone), welche für die 

Synthese der Zellen benötigt werden, notwendig. In diesem Fall konnte auf diese Adjuvantien 

verzichtet werden. 

 

Zum Erreichen eines optimalen pH-Wertes in Kultur wurden anorganische Puffersubstanzen 

bzw. eine Begasung des Inkubationsraumes mit Kohlendioxid verwendet. Farbindikationen im 

Nährmedium zeigten durch Farbwechsel in Abhängigkeit des pH-Wertes den Zustand der 

Pufferkaperzität an, dann erfolgte ein Wechsel des Nährmediums in entsprechenden Intervallen. 

Regelmäßige Mediumwechsel erfolgten bei der Zellpassagierung (s. u.). Für die geplanten Expe-

rimente war eine Kontaktinhibition der schnell wachsenden Zellen als Ausgangspunkt für die 

Synchronisierung maßgeblich, da diese ein Fortschreiten im Zellzyklus unterbindet. Um ver-

gleichbare Voraussetzungen für die anstehenden Experimente zu haben, das heißt dieselben 
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Wachstumsphasen bei den meisten Zellen jeder Kulturflasche zu gewährleisten, wurden die Zel-

len regelmäßig für jedes Kulturgefäß ausgezählt. Sofern sie konfluent ausgebreitet waren, wur-

den sie zu jeweils gleichen Anteilen auf weitere Flaschen aufgeteilt
78

. Dieses Passagieren der 

Zellkulturen erfolgte nach Inkubation mit 2 ml einer 0,25 % Trypsinlösung 0,53 mM EDTA Lö-

sung. 

 

Zur Lagerung der Zellen wurden diese nach deren Sedimentation in einer Zentrifuge in mit 2 ml 

Gefriermedium (DMEM, mit 10 % DMSO 20 % FBS) befüllten Kryoröhrchen überführt und bei 

-80°C gefroren. 

 

Die optische Kontrolle und schriftliche Dokumentation der Zellschädigung nach zytostatischer 

bzw. radiogener Behandlung wurde durch ein Zwei-Phasen-Durchlichtmikroskop unter 100-

facher Vergrößerung durchgeführt und fotodokumentiert. Durch diese rein morphologische Be-

gutachtung der Zellkulturflaschen konnten Veränderungen des Zellwachstums, der Zellkonfluenz 

und Zelldichte, Zellablösung und der Zellmorphologie erfasst werden.
78

 

 

4.2.2 Zelllinie LN229 

 

In dieser Arbeit wurde die Glioblastomzelllinie LN229 untersucht (zur Verfügung gestellt von 

Prof. Weller, ehemals Universität Tübingen, nun Universität Zürich). Die Zellen entstammen 

einem fronto-parieto-occipital gelegenem Glioblastoma multiforme (WHO Grad IV) einer 60-

jährigen Patientin aus dem Jahre 1979. 
77, 78

  

 

Charakteristisch für diese Zelllinie ist ein mutiertes TP53 sowie eine homozygote Deletion von 

p16 und p14
ARF

 . Weiterhin weisen die Zellen einen Wildtyp-PTEN-Status auf 
77

. Diese moleku-

largenetischen Veränderungen sind für viele Gliome charakteristisch 
2
 (siehe Abschnitt 1.1.2). 

Zudem werden TP53-Mutationen in Gliomen mit deren Resistenz gegenüber Cisplatin assozi-

iert 
79-81

. 

 

Funktionell weisen die Zellen eine Fas-Liganden-induzierte Apoptose 16 Stunden nach Zellsti-

mulation auf. Durch gesteigerte bcl-2-Aktivität konnte die ligandeninduzierte dosisabhängige 

puromycininduzierte Apoptose beschrieben werden 
82

. Diese Fähigkeit zur Apoptose und die gut 

beschriebene molekulargenetische Struktur machen diese Zelllinie zu einem geeigneten Modell 

für die geplanten Versuche.  
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4.2.3 siRNS 

 

Mizuno publizierte 1984 ein Experiment zur Beeinflussung der Ausbildung von 

Membranproteinen bei Bakterien mittels komplementärer RNS ((engl.) „antisense RNS“, 

asRNS) 
83

. Der Theorie nach interagiert ein doppelsträngiges Hybrid aus asRNS und zelleigener 

mRNS so, dass die Transkription gestört wird. Ende der 90er Jahre wurde durch Fire 
84

 erstmals 

ein biologischer Prozess charakterisiert, in dem sich Nematoden (Caenorhabditis elegans) unter 

Verwendung der RNS-Interferenz vor dem Einfluss einer Fremd-RNS schützten. Das asRNS-

mRNS-Hybrid wird durch die asRNA-spezifischen RNAse III in siRNS ((engl.) „small  

interfering RNA“) fragmentiert. Durch Bindung der siRNS an einen „RNA induced silencing 

complex“ (RISC) kommt es zur Repression des entsprechenden Genproduktes.   

 

Durch Transfektion von Zellen mit einer spezifisch konstruierten siRNS kann die Expression 

eines bestimmten Gens im Erbmaterial dieser Zellen vermindert und in der Folge die entspre-

chende Proteinfunktion weitgehend ausgeschaltet werden. 

In dieser Arbeit werden LN229-GBM-Zellen mit siRNS des konservierten ING1-Exons 2 stabil 

transfiziert (siING1(Exon2), siehe Abschnitt 2 und Abbildung 5.6), um herauszufinden, ob ING1 

an der Zellantwort auf bestimmte DNS-schädigende Agenzien beteiligt ist. Dieser Arbeitsschritt 

wurde durch die Arbeitsgruppe um Prof. C. Hagemeier durch Dr. M. Truss (Pädiatrische Mole-

kularbiologie, Charité Berlin, Campus Mitte in Berlin) durchgeführt. Als Kontrolle dienten 

LN229-Zellen, welche mit siEGFP ((engl.) „green fluorescent protein“, siEGFP), das keinen 

bekannten Einfluss auf den Zellzyklus hat, transfiziert wurden 
85

, um den genspezifischen Effek-

te bei ING1 darstellen zu können. Mit der Zugabe von Puromycin wird eine Selektion zwischen 

untransfizierten Zellen und siRNS-transfizierten Zellen erreicht 
82, 86

.  

 

4.2.4 Vincristin (VCR) 

 

VCR induziert durch einen anderen Wirkmechanismus als die verwendeten Agenzien Gamma-

strahlung und Zytostatikatherapie mit Cisplatin Apoptose in den untersuchten Tumorzellen Ver-

gleich Abschnitt 2.2). VCR  binden an das Protein Tubulin und hemmt so die Zellteilung in der 

Metaphase. Diese Kontrollsubstanz sollte im Experiment zur Darstellung der spezifischen ING-

Antwort in der Apoptose unter CDDP dienen. 
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Vincristin ist ein Derivat aus der Gruppe der Vincaalkaloide, welches als Extrakt aus der 

Immergrünpflanze (Catharanthus roseus) gewonnen wird, mittlerweile wird diese Substanz syn-

thetisch hergestellt. Vincaalkaloide stören die Mikrotubulinbildung, einen Teil des mitotischen 

Spindelapparats in der Zelle, der bei der Zellkernteilung ausgebildet wird. Sie binden an mikro-

tubuläre Proteine und bewirken eine Depolymerisation. Die Mitose wird in der G2- und M-Phase 

blockiert, der Zelltod (Apoptose) tritt dann in der Interphase ein. 
74

 

 

4.2.5 Gammastrahlung 

 

Gammastrahlung wurde als Alternative zum Schädigungsmechanismus zur Cisplatin ausgewählt. 

Dieser Mechanismus sollte im Experiment als eine weiterer Mechanismus zur Abgrenzung zu 

der spezifischen ING1-Antwort von Cisplatin dienen. 

 

Gammastrahlung ist eine elektromagnetische Strahlung, welche beim Zerfall von Atomkernen 

entsteht. Gammastrahlung entsteht beim Zerfall des Atomkernes gemeinsam mit Alpha- und 

Betastrahlung. Bei der Absorption von Gammastrahlung im menschlichen Gewebe kommt es zu 

Ionisationsvorgängen in den Zellen. Die dabei im Gewebe freigesetzten Elektronen und Rönt-

genstrahlen führen zu chemischen Modifikationen der DNS. Die initiale Funktionsfähigkeit der 

Zelle bleibt erhalten. Kommt es jedoch zur Zellteilung, treten die strahleninduzierten Verände-

rungen auf, welche eine fehlerfreie Zellteilung verhindern. Die Möglichkeit der Entstehung von 

Doppelstrangbrüchen der DNS, welche auch unter Ciplatin beschrieben werden, war eine weitere 

Parallele bei der Untersuchung der ING1-Reaktion (Abschnitt 2.2). 
73, 74

 

 

4.2.6 Behandlung der LN229-Zelllinie mit Cisplatin  

 

Die zytostatische Behandlung der kultivierten Zellen mit Cisplatin (CDDP) erfolgte jeweils für 

4, 8, 12 und 24 h. Eine zum Zeitpunkt 0 entnommene Probe diente als Referenzkontrolle. Als 

Kontrolle für die Behandlungsform wurde Vincristin (VCR) eingesetzt (siehe Abschnitt 4.2.4).  

 

Für die Experimente dieser Arbeit wurden konfluente Zellkulturen, welche zuvor hinsichtlich der 

Tumorzellzahl in einer Neubauer Kammer ausgezählt wurden, verwendet (zwei Tage nach deren 

Passagieren). Es wurden ca. 5-6 x 10
6
 Zellen pro Kulturflasche der LN229 Zelllinie behandelt. 
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Die eingesetzte Konzentration (Letaldosis 50 bzw. LD50) und die Behandlungszeiten der Zytos-

tatika wurden durch Vorexperimente der Arbeitsgruppe ermittelt und durch Literaturrecherche 
50, 

87
 und vergleichende Mittelwertbildung bestätigt. Die LD50 wird als die 

Zytostatikakonzentration definiert, durch die 50 % der behandelten Tumorzellen dem Zelltod 

zugeführt werden.  Die ermittelte LD50 für CDDP in LN229 betrug 5 µM und für VCR 0,1 µM.  

 

Neun konfluente Kulturen der LN229-Zelllinie wurden bereitgestellt, und zwar eine für die Null-

kontrolle (0 Stunden-Wert bzw. unbehandelte Proben) und je vier für die CDDP und VCR (4, 8, 

12, 24 Stunden Exposition). Zur Einstellung der LD50 wurde bei einem Endvolumen 15 ml fri-

sches DMEM eingefüllt und die entsprechende Konzentration für CDDP bzw. VCR eingestellt. 

Nach der Inkubationszeit von 4, 8, 12 bzw. 24 Stunden wurden die Zellen der weiteren Aufberei-

tung zugeführt.  

 

4.2.7 Bestrahlung der LN229 Zelllinie 

 

Die Bestrahlung der kultivierten Zellen wurde unter dosimetrischer Kontrolle mit einem Fokus-

oberflächenabstand von 65 cm, einer Feldgröße von 400 x 400 mm, fraktioniert mit einer 

Dosisrate von 1,3 Gy/min und einer Gesamtdosis von 20 Gy durchgeführt. Nach einer Zeit von 

jeweils 4, 8, 12, bzw. 24 Stunden wurden die Zellen geerntet.  

 

(Die Bestrahlung wurde im Institut für Strahlenbiologie der Charité, Campus Mitte in Berlin, 

durchgeführt.) 

 

4.2.8 Aufbereitung der behandelten Zellkulturen  

 

Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten jeweils bei 4°C auf Eis zur Vermeidung von Denaturie-

rung von Proteinen bzw. Proteolyse der Zellbestandteile. Nach Behandlung der Zellen mit 

Gammastrahlung beziehungsweise mit Zytostatika wurde das Kulturmedium abgegossen und die 

Zellen mit 10 ml eisgekühlten PBS gewaschen. Durch diesen Schritt wurden die noch vorhande-

nen abgelösten Zellen entfernt und die Zellaktivität der adhärenten Zellen verlangsamt. Nur ad-

härente Zellen wurden für die weiteren Analysen verwendet.  

 

Anschließend wurde der Zellrasen mit einem Zellschaber abgeschabt. Die gelösten Zellen wur-

den mit dem eisgekühlten PBS in ein 15 ml Falconröhrchen überführt. Anschließend erfolgte die 
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Sedimentierung der Zellen nach Zentrifugation in einer auf 4°C vorgekühlten Zentrifuge mit 

1200 x g für 5 Minuten. Die gewonnenen Zellpellets wurden entweder einer RNS-Isolierung 

(siehe Abschnitt 4.2.9) oder einer Proteinextraktion (siehe Abschnitt 4.4) zugeführt. 

  

4.2.9 RNAse-freies Arbeiten und RNS-Isolierung 

 

Die Ribonukleinsäure (RNS) dient als "Abschrift" der DNS bei der Proteinsynthese am Ribo-

som. Ihre Bildung in vivo ist abhängig davon, welche Proteine gerade für bestimmte Zellaktivitä-

ten benötigt werden. 

 

Aufgrund der Instabilität der RNS gegenüber ubiquitär vorkommenden RNasen erforderten die 

Arbeitsschritte während der RNS-Isolierung ein so genanntes RNase-freies Vorgehen. Dieses 

beinhaltet beispielsweise das Tragen von Einmalhandschuhen, die Verwendung eines RNase-

freien Pipettensatzes und RNase-freie Reaktionsgefäße sowie das Arbeiten an einem gesonderten 

Arbeitsplatz unter sterilen Bedingungen. 

 

Das zur RNS-Isolierung benötigte Wasser wurde mit 1 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC) ad 

1000 ml zweifach destilliertes Wasser versetzt und anschließend autoklaviert, um RNasen zu 

inaktivieren. In kommerziellen Reaktionskits waren RNase-freie Lösungen integriert.  

 

Alle Proben und Reagenzien wurden, wenn artifizielle zelleigene Prozesse zu erwarten waren, 

gekühlt verarbeitet. 

 

Die nach der zytotoxischen Behandlung aufbereiteten bzw. bei -80°C tiefgefrorenen Zellpellets 

(siehe Abschnitt 4.2.8.) wurden der RNS-Extraktion zugeführt. Das hierbei verwendete Trizol-

Reagenz (siehe Abschnitt 4.1.4) war eine gebrauchsfertige monophasische Lösung aus Phenol 

und Guanidinisothiocyanat, welches Zellmembranen aufbricht und mittels Phasentrennung (unter 

Ausnutzung der Gesetze der Lösungs- und Verteilungsvolumia) Zellbestandteile wie DNS, RNS 

und Proteine voneinander trennt.  

 

Das Zellpellet wurde in einem sterilen 15 ml Falconröhrchen mit 1 ml Trizol resuspendiert und 

mit einem Vortexer vollständig lysiert. Die Probe wurde anschließend zur Weiterverarbeitung in 

ein 1,5 ml RNAse-freies Reaktionsgefäß überführt. Die weitere RNS-Isolierung erfolgte nach 

Anleitung des Herstellers (siehe Reagenzien/Kits). Die Zellreste wurden durch eine 
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Zentrifugation bei 12.000 g für 10 min entfernt. Der Überstand wurde in ein neues RNasefreies 

Reaktionsgefäß überführt, mit Chloroform gemischt und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach einer weiteren Zentrifugation zeigte sich eine Phasentrennung. In der oberen wässrigen 

Phase, sie sollte ca. 60% des Gesamtvolumens ausmachen, befand sich die RNS. Die mittlere 

Schicht enthielt die DNS. In der unteren Schicht sammelten sich andere feste Zellbestandteile 

wie z. B. Proteine. Die wässrige Oberphase wurde abpipettiert und in ein ungebrauchtes Reakti-

onsgefäß überführt. Durch die Zugabe von Isopropanol wurde eine Präzipitation der RNS er-

reicht, nach Zentrifugation sedimentierte diese am Boden des Gefäßes. Das Isopropanol wurde 

dekantiert, das Pellet mit 75 % Ethanol gewaschen und bei 7.500 g zentrifugiert. Der Überstand 

wurde verworfen und anschließend das Sediment bei offenem Deckel 10 min lang luftgetrocknet. 

Danach wurde es in 30 µl RNase-freiem Wasser resuspendiert. Eine 10-minütige Inkubation bei 

60°C mit geschlossenem Deckel löste das Pellet vollständig. Die RNS wurde bis zur Konzentra-

tionsmessung bei -80°C gelagert. 

 

4.2.10 Bestimmung der Nukleinsäure-Konzentration und des Reinheitsgrades von RNS / DNS 

 

Die Messung RNS- bzw. DNS-Konzentrationen erfolgte fotometrisch mit einem Spektralfotome-

ter. Es wurde die optische Dichte (OD / Extinktion) der RNS-Lösung bei Lichtwellenlängen von 

260 nm, entsprechend dem Absorptionsmaximum von RNS bzw. DNS und 280 nm, entspre-

chend dem Absorptionsmaximum von kontaminierenden Proteinen, gemessen. Für die Messung 

wurde eine Verdünnung der RNS-Proben von 1: 100 und 1: 200 hergestellt. Zur Berechnung der 

RNS-Konzentration wurde der ermittelte Extinktionswert bei 260 nm mit einem Proportionali-

tätsfaktor (40 für RNS / 50 für DNS) und mit dem Verdünnungsfaktor sowie der Zahl 100 (Um-

rechnungsfaktor von µg/ml in µg/µl) wie folgt multipliziert: 

RNS-Konzentration (µg/µl) in der Probe = (OD260 x 40 x 100) x Verdünnungsfaktor 
88

 

 

Der Reinheitsgrad ist durch das Ausmaß der Proteinkontamination der Probe definiert. Er ermit-

telt sich aus dem Quotienten der Absorption der Probe bei 260 nm und 280 nm. Ein resultieren-

der Wert größer als 1,6 spricht für eine gering proteinkontaminierte Probe. Optimal ist ein Wert 

zwischen 1,8 und 2,0. 
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4.2.11 Umwandlung der RNS in komplementäre DNS (cDNS) / Reverse Transkriptase 

Polymerase-Kettenreaktion (RT- PCR) 

 

Aufgrund der Instabilität der RNS gegenüber ubiquitär vorkommenden RNasen erfolgte eine 

Überführung der isolierten RNS (siehe Abschnitt 4.2.9) in komplementäre DNS (cDNS), welche 

stabil gegenüber einer Degradierung durch RNasen ist. Unter Verwendung der Reversen Tran-

skriptase, einem thermostabilen Enzym, welches RNS-Viren entstammt, erfolgt die enzymatisch 

gesteuerte Umwandlung von RNS in cDNS. 

 

Für diesen Schritt wurde der „Superscript II First-Strand-Synthese“-Kit verwendet (siehe Ab-

schnitt 4.1.6). Zur Entfernung eventueller DNS-Beimengungen in der Probe wurde der Reakti-

onsansatz, bestehend aus 2 µl RNS-Probe, 1 µl 10 x Reaktionspuffer, 1 µl Amplification Grade 

DNase I (20 U) und Aqua destillata ad 10 µl, für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Terminierung der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 1 µl EDTA mit anschließender Inkubation 

bei 65°C für 15 Minuten und Eindampfen des Eluats im Thermomixer für ca. 15 bis 20 Minuten 

bei 65°C auf ca. 5 µl.   

 

Für den weiteren Reaktionsansatz wurden pro Reaktionsgefäß 2 µl 10 x RT-Puffer, 4 µl 25 mM 

MgCl2, 2 µl 0,1 mM DDT, 1 µl RNAseOut (Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/µl)), 

1 µl Random-Hexamerprimer und RNasefreies Wasser ad 10 µl gemischt. Die Proben wurden 

für 2 Minuten bei 42°C inkubiert und nach Zugabe von 1 µl SuperScript II RT weitere 50 min in 

der Inkubation belassen. Terminiert wurde die Reaktion durch Temperaturerhöhung auf 70°C für 

15 Minuten. Zur Vermeidung möglicher residueller RNS-Kontaminationen wurden alle Proben 

einem anschließenden RNS-Verdau unterzogen. Hierfür wurde jeder Probe 1 µl Ribonuclease H 

(30 U) zugefügt und bei 37°C für 20 Minuten inkubiert.  

 

Nach Umschreibung der RNS durch Behandlung in der PT-PCR in cDNA kann das Erbgut ver-

mehrt, sicher verarbeitet oder in einer sogenannten cDNA-Bibilotek bei -80°C „archiviert“ wer-

den.   
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4.3 Polymerasekettenreaktion 

 

4.3.1 Prinzip der Polymerasekettenreaktion (engl.: „polymerase chain reaction“, PCR) 

 

Die PCR ist eine enzymatische in-vitro-Methode zur Vermehrung eines spezifischen 

Genomfragments, das zwischen zwei bekannten Regionen innerhalb einer Nukleotidsequenz 

liegt. Das Enzym, eine thermostabile DNS-Polymerase, nutzt für eine Amplifikation kurze spezi-

fische Oligonukleotide (18 bis 35 Nukleotide), so genannte „Primer“, welche sich komplementär 

an bekannte Abschnitte anlagern und als „Anker“ zur Replikation des flankierten Genabschnittes 

durch die Polymerase genutzt werden.  

 

Kary B. Mullis wurde 1993 der Nobel Preis für Chemie verliehen, nachdem er 1985 diese Me-

thode entwickelt hatte 
89-91

. Die Methode ist in der Gentechnik mittlerweile als unverzichtbare 

Standardmethode etabliert. Mit der PCR ist es möglich, genetisches Material zu vervielfältigen, 

ohne auf aufwendige Schritte wie Vermehrung in Mikroorganismen oder anderen Kulturen zu-

rückzugreifen.  

 

Die Vervielfältigung der Primer-flankierten DNS-Abschnitte (s.o.) wird durch eine sich zyklisch 

wiederholende Prozedur erreicht. Durch die Temperaturerhöhung auf 95°C werden die beiden 

Stränge der DNS voneinander getrennt, indem die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 

komplementären Basen gelöst werden. Bei einer spezifischen Temperatur (Annealingtemperatur) 

lagern sich die Primer optimal unter Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen an die DNS -

Einzelstränge an.  

 

Der nächste Schritt, die Elongation, findet bei einer optimalen Arbeitstemperatur des verwende-

ten hitzestabilen Enzyms (in der Regel bei ca. 72°C) statt. Die Dauer der einzelnen Schritte ist 

von der Länge des PCR-Produktes und den verwendeten Reagenzien und Geräten abhängig und 

liegt zwischen 30 Sekunden und 2 Minuten. Ein PCR-Zyklus wird etwa 20 bis 45mal wiederholt. 

Durch jeden Zyklus wird die Anzahl amplifizierter Fragmente verdoppelt, so dass nach 20 Zyk-

len theoretisch 1.048.576 Kopien entstanden sind 
92

. Tatsächlich arbeitet die Polymerase nicht so 

effizient, so dass eine exponentielle Vermehrung nicht immer erreicht wird 
93

. 

Der Reaktionsansatz muss optimale Reaktionsbedingungen für die Polymerase garantieren. Bei-

spielsweise hat diese oft ihr Aktivitätsmaximum bei einem pH-Wert oberhalb von 8,0, welcher 

durch Verwendung von Tris-Puffer erreicht wird. Dieser enthält zusätzlich noch einige Salze: 
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Kaliumchlorid (KCl) und Ammoniumsulfat (NH4)2SO4. Diese werden zur Steigerung der Aus-

beute der PCR-Reaktion zugesetzt. Natriumchlorid (NaCl) kann die Amplifikation hemmen. 

Magnesiumionen (als Magnesiumclorid) sind Kofaktoren der DNS-Polymerase und stimulieren 

ihre Aktivität. Außerdem bilden sie zusammen mit den Nukleotiden einen löslichen Komplex, 

der für den Nukleotid-Einbau entscheidend ist. Die Bausteine der DNS die Nukleotide (dNTP) 

werden für die Synthese im Überschuss hinzugefügt. 
94

 

 

4.3.2 Primerdesign der Primer für die ING1-Isoformen 

 

Die Sequenzen der cDNS (bzw. mRNS) für die Spleißvarianten von ING1 wurden mit Hilfe des 

Genome-Browsers (http://genome.ucsc.edu/) ermittelt. Da für die einzelnen Spleißformen online 

jeweils unterschiedliche Sequenzen verfügbar waren, wurden diese mittels computerbasiertem 

Vergleich durch die Programme SeqMan und EditSeq auf eine gemeinsame Sequenzabfolge ab-

geglichen und so die genaue Lage der Primer für die entsprechenden ING1-Spleissvarianten ge-

neriert. Nach der Abstimmung der Sequenzen erfolgte das Primerdesign unter Verwendung des 

Oligo 4.0-Programmes für die Spleißformen p33
ING1

 und p47
ING1

, welche genomisch Exon 1a 

und b von ING1 entsprechen, und für das in allen Spleißvarianten enthaltene Exon 2 zur Gene-

rierung von Primern im konservierten Anteil aller Varianten.  

 

Die im Genome-Browser weiterhin beinhalteten Information über sogenannte EST ((engl.) 

„expressed sequence tag“ wurden ebenfalls in die Analyse mit einbezogen. EST stellen transkri-

bierte cDNS-Abschnitte dar, die im untersuchten Gewebe nachgewiesen werden 
95

. Die Tabelle 

4.1 zeigt die generierten Primersequenzen mit den resultierenden PCR-Produkten und die in der 

LightCycler-Untersuchung verwendeten Sonden (siehe auch Abschnitt 4.3.2 und 4.3.3.1). In 

Abbildung 4.1 wird schematisch die genomische Primerlage dargestellt. Der Primer wird jeweils 

nach seiner Orientierung auf dem Strang als „forward“-Primer, oder  “reverse“-Primer benannt. 

 

Die Annealingtemperatur der Primer (Ta) liegt zwischen 40°C und 60°C und ist abhängig von 

der Basenzusammensetzung des Primers sowie der sich daraus ergebenden Schmelztemperatur 

(Tm). Für Primer bis zu einer Länge von etwa 20 Nukleotiden findet sich bei Mülhardt eine ein-

fache Formel zur Berechnung von Tm: Tm = 4 (Anzahl G und C) + 2 (Anzahl A und T) 
94

. Eine 

für mehr als 20 Nukleotide geeignete Formel findet sich sowohl in der Fachliteratur 
96

 als auch 

integriert in der Software des Oligo 4.0-Programmes. 
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Primer Richtung Produkt 

Länge 

Sequenz 

p33ING1b Exon 1a forward 104bp CTG CCA ACG GGG AGC AGC TC 

  reverse   CCG CAT CAG CGA GAC ATT TC 

Sonde p33ING1b 

Exon 1a 

    6FAM AAC TAT GTG GAG GAC TAC 

CTG GAC TCC XT p 

p47ING1 Exon 1b forward 185bp GGA CCT GTG CGT CGT TCT CT 

  reverse   TGC GCA GCC TTG TAA ACA TT 

Sonde p47ING1 

Exon 1b 

    6FAM CAT TCA AAA CAG AGC CCC 

CAA AGC C XT p 

ING1 Exon 2 forward 160bp AAG GCC AAG GCG GAG CGA GA 

  reverse   TGA GCC CCA CGC ACG AGA AG 

Tabelle 4.1: Primersequenzen, resultierende PCR-Produktgrößen und LightCycler-Sonden (auch 

Taqman-Sonden) für die Expressionanalyse Analyse von ING1 in der Realtime-PCR  

(6FAM (6-Carboxy-Fluoreszein) als Fluorophor und XTp (N, N, N, N-tetra-methyl-

carboxyrhodamin) als Quencher Erläuterung 4.3.3.1) 
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Primerlokalisationen im ING1-Gen. Die Linie mit 

dem Kreuz soll den Spleißvorgang symbolisieren. 

 

4.3.2.1 Interne Expressionskontrollen  

 

Um bei einer Expressionsanalyse beispielsweise eine erhöhte Expression nachweisen zu können, 

benötigte man Kontrolldaten, die die „basale“ oder auch „Ruhe-Expressionsaktivität“ der Zelle 

repräsentieren. Hierzu wurden konstitutiv exprimierte Gene, welche idealerweise unabhängig 

von Zelltyp, der Zellzyklusphase und den äußeren Einflüssen exprimiert wurden, verwendet. 

Diese Gene, auch Housekeepinggene genannt, sind oft in den Grundstoffwechsel von Zellen 

eingebunden. 
97

  Es hat sich allerdings gezeigt, dass Housekeepinggene in unterschiedlichen Ge-

weben Expressionschwankungen aufweisen. Dieses triff z. B. für die Gene für ß-Actin und 

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) zu 
98

 . Deshalb verwendeten wir in die-

ser Arbeit zwei experimentell erprobte Housekeepinggene als Kontrollen, bei denen eine mögli-

che Beeinträchtigung durch zytotoxische Substanzen nicht bekannt war (s. u.). Die dazu notwen-

digen Sequenzen und PCR-Bedingungen für diese Analyse wurden uns freundlicherweise von 
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der Arbeitsgruppe um Prof. Seeger (Pädiatrische Hämatologie/ Onkologie, Charité Campus Vir-

chow, Berlin) zur Verfügung gestellt. 
99

  Da eine Reaktion von Housekeepinggenen auf zytotoxi-

schen Stress nie völlig auszuschließen ist, wurden in dieser Arbeit zwei Gene aus voneinander 

unabhängigen Systemen verwendet, um eine möglichst hohe Validität der Kontrolldaten zu ge-

währleisten (siehe Tabelle 4.2). 

 

Zum Einen wurde das Gen L13a („ribosomal protein L13a“, RPL13a) genutzt, welches ein Pro-

tein für die humane ribosomale Untereinheit 60S mit zytoplasmatischer Lokalisation kodiert und 

der Familie der ribosomalen L13P Proteine angehört 
100

. Die zweite Kontrolle war das Gen für 

β2-Mikroglobulin (β2M), welches für die kleinere, lösliche Untereinheit des 

Histokompatibilitätskomplexes (MHC) der Klasse I kodiert. Der MHC-Klasse-I-Proteinkomplex 

findet sich auf der Oberfläche kernhaltiger Zellen und dient der Antigenpräsentation 
101

.  

 

Primer Richtung Produkt 

Länge 

Sequenz 

RPL13a Forward 221bp GCG GAT GAA CAC CAA CCC 

 Reverse  CGC CCC AGA TAG GGC AAA CT 

Sonde RPL13a   5'-FAM CTG CCC CAC AAA ACC 

AAG CGA GGC C-TAMRA 

ß2M Forward 75bp GAT GAG TAT GCC TGC CGT GTG 

 Reverse  TCC AAT CCA AAT GCG GCA TCT 

Sonde ß2M   5'-FAM CCT CCA TGA TGC TGC 

TTA CAT GTC TCG ATC CC-

TAMRA 

Tabelle 4.2: Sequenzen der Primer und Sonden der internen Expressionskontrollen 

(Housekeepinggene) (6FAM (6-Carboxy-Fluoreszein) als Fluorophor- und Tetramethylrhodamin 

(TAMRA) als Quencher Erläuterung (siehe Abschnitt 4.3.3.1)) 

 

4.3.3 Realtime-PCR am LightCycler 

 

Die Quantifizierung der generierten cDNS-Produkte erfolgte mittels quantitativer PCR am 

LightCycler. Hierbei wurden fluoreszenzmarkierte Sonden oder Farbstoffe, die eine temporäre 

Bindung der DNS-Sonde an die PCR-Doppelstränge erzeugten, verwendet (siehe Abschnitt 

4.3.3.1).  
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Die aus einer blaues Licht emittierenden Diode (engl. „Light Emitting Diode“;  LED, Wellen-

länge 470 nm) und Fotozellen zusammengesetzte Messeinheit mit drei Messkanälen F1, 2, 3 

(Wellenlänge F1 = grün = 515 nm, F2 = rot = 640 nm, F3 = tiefrot = 705 nm) maß das von den 

Proben emittierte Lichtsignal und ermittelte durch internen Software-gestützen Vergleich mit 

einer im Vorfeld erstellten Eichreihe die Konzentration.   

 

Der Verlauf des Signalverhaltens wurde von der Software in einen Diagramm aufgetragen. Hier-

bei entsprach die Abszisse der Anzahl der abgelaufenen Zyklen. Die Ordinate gab die anwach-

sende Intensität (in den Kanälen F1/F2) des emittierten Signals an. In der Folge entstand eine S-

formige Kurve mit logarithmischem Wachstum (allosterisches Wachstum) (siehe Abbildung 

4.2 a+b). Steuerung und Auswertung der PCR erfolgten mit einer speziellen Software 

LightCycler Software Version 3.5 (siehe Abschnitt 4.1.6.7). 

 

Abbildung 4.2: Verlauf, a. einer Probenkurve und b. einer Messreihe bei einer quantitativen 

Realtime PCR: auf der x-Achse wird die Zykluszahl abgebildet, die Werte der y-Achse geben die 

Intensität des Fluoreszenzsignal in logarithmischer Darstellung (Log) wieder. Erläuterungen für 

"second deriative maximum" im Text (s. u.). 
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Wie in Abbildung 4.2 b dargestellt, entspricht jede S-Kurve einer PCR-Probe. Je weiter links auf 

der x-Achse eine Kurve entsteht, desto höher ist der Ausgangsgehalt an cDNS in der Probe.  

 

Für die Bestimmung des Gehaltes von cDNA (respektive der im Experiment durch die Zellen 

produzierten ING1-RNA) standen verschiedene mathematische Methoden zur Verfügung. In 

dieser Arbeit wurde die Methode des sogenannten Second Derivative Maximum verwendet.  

Hierbei wurde der Referenzpunkt zur Konzentrationsbestimmung als Messpunkt nach dem 

Übergang des unteren Scheitelpunktes der S-Kurve in den linearen Abschnitt definiert. Diese 

Festlegung des Messpunktes wurde durch die verwendete Software vorgenommen. Die dadurch 

resultierende definierte Lage des Referenzpunktes ermöglichte den objektiven Vergleich der 

Proben (siehe Abbildung 4.2 a)  

 

4.3.3.1 Fluoreszenzsonden und -Farbstoffe 

 

Für die PCR-Reaktion wurde neben zwei fluoreszenzmarkierten Sonden (so genannte TaqMan-

Sonden) auch SYBR Green (chemisch 2-{2-[(3-Dimethylamino-propyl)-propylamino]-1-phenyl-

1H-chinolin-4-ylidenmethyl}-3-methyl-benzothiazol-3-ium-Kation) als interkalierender Farb-

stoff verwendet. SYBR Green, welches dem Reaktionsgemisch beigefügt wurde, lagerte sich in 

die kleinere der beiden Gruben (engl. „minor groove“) der doppelsträngigen DNS ein und emit-

tierte dabei ein Fluoreszenzsignal. 
102

  

 

Die verwendeten Fluoreszenzsonden stellten kurze, komplementäre Oligonukleotide dar, die mit 

Fluorophoren am 3‘-Ende markiert waren und am 5‘-Ende einen Quencher aufwiesen. Die Fluo-

reszenz wurde durch Interaktion von 6-Carboxy-Fluoreszein (6FAM) als Fluorophor und 

N, N, N, N-tetra-methyl-carboxyrhodamin (Xtp) bzw. Tetramethylrhodamin (TAMRA) als 

Quencher erzeugt. Die quantenemittierenden Energieeigenschaften des Fluorophors werden vom 

Quencher bei ähnlichem Wellenlängenprofil gemindert bzw. ausgelöscht. Dieser Vorgang wird 

auch Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET) genannt. Durch die Amplifikation des PCR-

Produktes wurde der Quencher vom Fluorophor gelöst und dessen inhibierende Wirkung aufge-

hoben. Es resultierte eine Fluoreszenzaktivität. Das abgegebene Lichtsignal verstärkte sich mit 

jedem PCR-Zyklus proportional zur Vermehrung des PCR-Produktes. 
103, 104

 

 

4.3.3.2 Durchführung der LightCycler Real-Time-PCR 
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Die PCR-Reaktion erfolgte jeweils in speziell vorgefertigten Glaskapillaren mit einem Endvo-

lumen von 20 µl. Zusätzlich zu den zu untersuchenden Proben, die zur statistischen Mittelwert-

berechnung im Doppelansatz gemessen wurden, wurde eine Probe aus der Eichreihe (siehe 

4.3.3.4) mit bekannter Konzentration in der PCR mit untersucht. Für das Reaktionsgemisch wur-

den 3 µl cDNS, 7,95 µl Reaktionswasser, 3 µl MgCl2, 2 µl Reaktionspuffer, 2 µl dNTP, 0,3 µl 

BSA, jeweils 0,7 µl forward und reverse Primer mit 0,2 µl Sonde bzw. 1 µl SYBR Green (Ver-

dünnung 1 : 10000) und 0,15 µl PlatinumTaq-Polymerase vermischt. 

 

Die für diesen PCR-Ansatz verwendete Polymerase zeichnete sich durch einen Aktivierungs-

schritt aus, d. h. dass erst nach einer Aktivierung des Enzyms mit einem initialen Denaturie-

rungsschritt bei 94°C für 15 Minuten der Start der PCR-Reaktion ermöglich wurde, gefolgt von 

der Annealingsphase für 20 Sekunden, der Elongationsphase bei 72 °C und 30 Sekunden mit 

einem abschließenden Denaturierungsschritt bei 94°C für 10 Sekunden. Die Wechsel der Tempe-

raturunterschiede erfolgten mit einem Temperaturgadienten von 20°C innerhalb einer Sekunde.  

Die Reaktion wurde für ca. 60 Zyklen ausgetragen. Am Monitor konnte der Fortschritt der PCR-

Reaktion zeitgleich verfolgt werden. Mit Erreichen der Plateauphase wurde die PCR durch Ab-

kühlen auf 35°C terminiert. Die Konzentrationsbestimmung des PCR-Produktes erfolgte unter 

Verwendung der hinterlegten Eichdatei (siehe Abschnitt 4.3.3.4)  

 

4.3.3.3 Agarosegelelektrophorese  

 

Eine Kontrolle der aller in dieser Arbeit generierten PCR- Produkte erfolgte durch deren elektro-

phoretische Auftrennung in einem 2 % Agarosegel. Hierfür wurden 2 g Agarose mit 100 ml 

0,6 x TBE vermengt und bei 600 Watt in der Mikrowelle für 2 Minuten bis zur kompletten Ge-

lierung der Agarose erhitzt. Nach Zugabe von 2 µl Ethidiumbromidlösung wurde das Gel in die 

Agarosegel-Kammern gefüllt. 5 µl des PCR-Produktes wurden mit 5 µl Ladepuffer aufgetragen. 

Die Gele mit den applizierten Proben wurden bei 180 V für 15 bis 20 Minuten elektrophoretisch 

aufgetrennt und anschließend unter UV-Licht als sichtbare Banden beurteilt. Für die Einordnung 

der Größe des PCR-Produktes wurde parallel der Größenstandard pUC19 DNA/MspI (HpaII) 

aufgetragen. Abschließend erfolgte eine Fotodokumentation des Gels oder das in den Banden 

befindliche Amplifikat wurde einer entsprechenden Weiterverarbeitung zugeführt. 

 

4.3.3.4 Erstellen der Eichreihen für die Real-Time-PCR  
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Die Konzentrationsbestimmung des PCR-Produktes basiert in der LightCycler-PCR-Reaktion 

auf zuvor erstellten Eichreihen. Diese stellen Verdünnungsreihen mit absteigender Konzentration 

des Amplifikats für jedes PCR-Produkt dar (siehe Abschnitt 4.3.2). In verschiedenen 

LightCycler-PCR-Ansätzen wurden für jede Verdünnungsstufe S-Kurven (siehe Abschnitt 

4.3.3.4) erstellt. Diese dienten als Grundlage zur Konzentrationsbestimmung. Der Software-

gestütze Vergleich der Proben mit der als Eichdatei gespeicherten internen Referenz ermöglichte 

die Bestimmung der Konzentration (Abbildung 4.3). Um eine ausreichende Menge an 

aufgereinigtem PCR-Produkt für diese Eichreihen zu erhalten, erfolgten mehrere Arbeitsschritte: 

nach dem Generieren des PCR-Produktes und der Visualisierung durch ein Agarosegel wurden 

die Banden (bei bekannter PCR-Produktgröße) aus dem Gel ausgeschnitten und einer Gel-

Aufreinigung entsprechend den Herstellerangaben unterzogen (QIAEX II Kit, QIAGEN).  

 

In den folgenden Arbeitsschritten wurden die PCR-Produkte in einen Bakterienvektor einge-

bracht, in Bakterien vervielfältigt und wieder extrahiert. Der Prozess und Hintergründe wird in 

den Abschnitten 4.3.3.4.1 bis 4.3.3.4.5 beschrieben.  

 

4.3.3.4.1 Klonieren 

 

Ziel des Klonierens ist die Vervielfältigung eines spezifischen PCR-Produktes aus den o.g. Ex-

positionsexperimenten unter Verwendung des bakteriellen Vektors. Diese Methode ermöglicht 

eine einfache Vervielfältigung in der Real-Time-PCR zu bestimmenden Amplifikaten zur Erstel-

lung einer Eichreihe (siehe Abschnitt 4.3.3.4). 

 

Grundlage ist die exponentielle Vermehrungsfähigkeit von Bakterien und damit des PCR-

Produktes. Plasmide entsprechen extrachromosomaler ringförmiger doppelsträngiger DNS, die 

einige tausend bis mehrere hunderttausend Basenpaare umfassen können. In Bakterien führen 

diese häufig notwendigen DNS-Sequenzen zu Antibiotikaresistenz und können durch 

Plasmidtransfer zwischen den Bakterienzellen ausgetauscht werden.  

 

Das in dieser Arbeit verwendete TOPO TA Cloning Kit der Firma Invitrogen wurde entspre-

chend den Herstellerangaben verwendet, nach einem initialen Ligationsschritt in den 

ampicillinresistenten pCR 2.1-TOPO 3.9 kb Vektor erfolgte die Transformation durch OneShot 

Elektroproration. Alle Arbeitsschritte erfolgten in einer sterilen Arbeitsumgebung unter sterilen 
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Bedingungen unter Verwendung steriler Reaktionsgefäße, hitzesterilisierte Materialien und ei-

nem Bunsenbrenner.  

4.3.3.4.2 Ligation 

 

Bei der Ligation katalysierte eine Topoisomerase die Ausbildung einer kovalenten 

Phosphodiesterbindung zwischen benachbarten 3´-Hydroxyl- und 5´-Phosphatgruppen. Dabei 

wurden das zu amplifizierende PCR-Produkt (ING1- Amplifikate: siehe 4.3.2) und der 

Plasmidvektor zu einem durchgehenden Doppelstrang verknüpft. 

 

Für den Reaktionsansatz wurden 4,0 µl des aufgereinigten PCR-Produktes, 1 µl verdünnte Salz-

lösung und 1 µl Vektor pCR 2.1-TOPO 3.9 kb miteinander vermischt, und das Volumen auf 

10 µl mit sterilem Wasser aufgefüllt. Nach 5 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur wur-

de die Reaktion durch rasches Abkühlen auf 4°C terminiert.  

4.3.3.4.3 Transformation  

 

Elektrokompentente E. coli-Bakterienzellen waren in der Lage, in einem elektrischen Feld ein 

Plasmid aufzunehmen. Durch ladungsbedingte Wechselwirkungen zwischen Plasmid-Vektor und 

Bakterienmembran in einem elektrischen Feld und in der Pufferlösung wurden diese Komponen-

ten gegeneinander beschleunigt, so dass der Plasmid-Vektor bei einem Zusammenstoß mit der 

Bakterienmembran in das Zytoplasma eindringen konnte. Für diesen Vorgang, der als Elektro-

proration bezeichnet wird, wurden 2 µl des Ligationsansatzes mit 50 µl E. coli- Zellen vorsichtig 

vermischt. Der Ansatz wurde in spezielle Elektroporatorkuvetten überführt und anschließend in 

einen Elektroschlitten eingesetzt (Electro Cell Manipulator). Entsprechend den Herstelleranga-

ben wurde bei einer Spannung vom 2,0 kV, einem Widerstand von 150 Ohm und einer Kapazität 

von 25 µF ein kurzer Stromimpulses appliziert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 250 µl 

SOC-Medium in das Reaktionsgefäß und Inkubation unter Schütteln bei 37°C für 30 Minuten 

(Thermomixer). Dieser Ansatz konnte bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. 

4.3.3.4.4 Anzüchten der Bakterienklone 
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Zum Gießen von Agarplatten wurden 15 g Agarose in 1 l LB-Medium gelöst und anschließend 

autoklaviert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 5 ml Ampicillinlösung in die Flaschen mit 

dem geschmolzenen Gel, das Ausgießen und das Erkalten in Petrischalen. Nach Beschichten des 

Agars in den Petrischalen mit 20 mg/ml X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-

galactopyranosid) wurden 200 µl des E. coli-Stockes auf die bei 37°C vorgewärmten Agarplatten 

ausgestrichen. Über Nacht wurden die Agarplatten bei 37°C inkubiert. Das im Plasmid-Vektor 

kodierte Enzym ß-Galaktosidase ermöglichte plasmidtragende Bakterienklone die Hydrolyse des 

X-Gal-Substrats. In der Folge war eine farbliche Unterscheidung transfizierter von nicht 

transfizierten Klonen möglich. Klone, welche das Plasmid nicht aufgenommen hatten, konnten 

aufgrund fehlender plasmidkodierter Ampicillinresistenz nicht kolonisieren. Parallel wurden 

positive Klone einer Test-PCR unterzogen und auf das Vorhandensein des Amplifikats für ING1 

überprüft. Hierzu wurde eine sterile Pipettenspitze in den Klon eingebracht und in einen PCR-

Reaktionsansatz überführt. Die Kontrolle der Probe nach der RCR erfolgte in einer Gelelektro-

phorese (siehe 4.3.3.3). Positive Bakterienklone wurden steril abpipettiert und in 2 ml LB-

Medium mit 100 µg/ml Ampicillin aufgenommen. Anschließend wurden die Proben bei 37°C  

für 12 Stunden und bei 150 rpm in Dunkelheit bebrütet. 

 

4.3.3.4.5 Plasmidextraktion 

 

Die Plasmidpräparation erfolgte entsprechend den Herstellerangaben unter Verwendung des 

QIAPrep Spin Plasmid Kit (QIAGEN) mit im Set enthaltenen gebrauchsfertigen Lösungen. 

Hierbei erfolgte nach Lyse der Bakterienzellen und mehreren Wasch- und 

Zentrifugationsschritten die Pelletierung der Plasmide durch Zentrifugation und anschließende 

Eluation des eingedampften Pellets in 30 µl sterilem Wasser. Dieses wurde bei -80°C bis zur 

endgültigen Verwendung gelagert. 

 

Die Konzentration der extrahierten und fertiggestellten Plasmide wurden fotometrisch gemessen 

(siehe Abschnitt 4.2.10) und die Anzahl der Kopien errechnet
100

. Zur Erstellung der Eichreihen 

wurde eine Ausgangskonzentration der Plasmidlösung von 10
9
 Kopien/µl in 100 µl Gesamtvo-

lumen generiert. In neun weiteren 500 µl-Reaktionsgefäßen wurden mit 40 µl 1 x TE-Puffer und 

50 µl H2Odd vorbereitet. Schrittweise wurden jeweils 10 µl aus dem höher konzentrierten Gefäß 

in das nachstehende pipettiert und somit eine logarithmische Verdünnungsreihe in absteigender 

Konzentration bis zur Verdünnungsstufe von 10
2
 Kopien/µl erstellt. 
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Abbildung 4.3: Darstellung der Konzentration der Eichreihen (x-Achse) in Abhängigkeit von 

der Zyklenzahl (y-Achse) nach der Messung im LightCycler (Quelle: Screenshot aus 

www.roche-applied-science.com) 

  

4.4 Proteinanalyse 

 

4.4.1 Proteinextraktion und -konzentrationsbestimmung 

 

Die bei - 80°C gelagerten Zellpellets (siehe 4.2.6 und 4.2.7) wurden auf 4°C aufgetaut und nach 

Zugabe von 1000 µl NonSDS-RIPA-Puffer homogenisiert. In einem anschließenden 

Zentrifugationsschritt für 20 Minuten bei 15000 U/min und 4°C erfolgte das Sedimentieren des 

Zelldetritus. Der proteinhaltige Überstand wurde in ein steriles Reaktionsgefäß zur weiteren 

Konzentrationsbestimmung überführt. 

 

Grundlage der fotometrischen Konzentrationsbestimmung von Proteinen war die Methode nach 

Bradford. Hierbei kam es nach Bindung des kupferionenhaltigen Farbstoff "Coomassie Brilliant 

Blue" mit gelösten Proteinen zur Änderung des Absorptionsmaximums von 465 nm auf 595 nm, 

die fotometrisch bestimmt werden konnte. 

 

Um die Proteinkonzentration anhand der Extinktionswerte ermitteln zu können, wurde zum Ver-

gleich eine Standardreihe mit gelöstem bovinem Serumalbumin (BSA) in einer aufsteigenden 

Konzentration erstellt. Mithilfe einer grafischen Darstellung der BSA-Standardreihe in einem 

Diagramm mit der Extinktion auf der Ordinate und der bekannten BSA-Konzentration auf der 

Abszisse ließ sich die entsprechende Proteinkonzentration der Probe zuordnen. 

 

Die Proteinlösung wurde in einer Verdünnung von 1 : 20 bzw. 1 : 40 mit ddH2O hergestellt. In 

einem 15 ml Falconröhrchen wurden 1 ml Bradford-Essay-Farbstoff und 4 ml ddH2O vermischt 

und jeweils 100 µl Proteinverdünnungen im Verhältnis 1 : 20 bzw. 1 : 40 zugegeben. Nach Inku-

bation des Lösungsansatzes bei Raumtemperatur für 15-30 Minuten wurde 1 ml der Probe in 
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Einmalkunststoffküvetten gegeben und bei 595 nm fotometrisch gemessen. Der gemessene 

Extinktionswert bei 595 nm wurde mit dem BSA-Graphen abgeglichen und so die Proteinkon-

zentration abgelesen. 

 

Die Berechnung des Proteingehaltes erfolgte anhand der Formel:  

µg ( Proteinlysat) / 100 µl x Faktor x Verdünnung x 0,001 = Proteingehalt in mg/ml (Faktor: 10; 

Verdünnung: 20 bzw. 40) 

 

4.4.2 Bestimmung der Proteinexpression (Westernblot)  

 

Die biochemische Methode und der Begriff des Westernblot wurden erstmals 1981 von Burnette 

eingeführt
103

. Proteine konnten entsprechend ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld 

aufgetrennt werden. Die Ioneneigenladung der Proteinmoleküle ermöglichte eine Beschleuni-

gung im Trägermaterial (z. B. SDS-Polyacrylamidgel- Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gel). Die Geschwindigkeit der Proteine stand in direktem Verhältnis zur erzeugten Feldstärke 

und der Ionenladung der Moleküle. Das Wanderungsverhältnis wurde unter anderem auch durch 

die Molekülgröße und die Beschaffenheit des Trägermaterials beeinflusst.  

Die derart separierten Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und gebun-

den. 

 

Unter Verwendung spezifischer fluoreszenzmarkierter Antikörper erfolgte die Visualisierung. 

Ein Antikörper (Primärantikörper) band an einem spezifischen Epitop am Protein. In einem 

zweiten Schritt band ein fluoreszenzmarkierter Antikörper (Sekundärantikörper), dessen Spezifi-

tät sich gegen den Fc-Teil des Primärantikörpers richtete. Das Signal konnte fototechnisch sicht-

bar gemacht werden. Die Intensität des Signals kann Rückschlüsse auf die Proteinmenge liefern. 

 

4.4.3 Elektrophorese / Transfer 

 

Für die in dieser Arbeit verwendeten Untersuchungen wurde das NuPage-Gelelektrophorese-

System entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet.  

 

Die Elektrophoresekammern bestehen aus einer größeren, äußeren und einer kleineren, inneren 

Kammer, die durch das Elektrophoresegel voneinander getrennt sind.  

 



56 

 

Die innere Kammer wurde mit 1x MOPS-Laufpuffer aufgefüllt und zusätzlich mit 500µl Antio-

xidans zur Vermeidung der Degradierung der Proteine versetzt. Die äußere Kammer dient als 

Kühlung um die elektrische Widerstandswärme abzuleiten. 

 

Im Anschluss an die Proteinmessung (siehe Abschnitt 4.4.1) wurden die Proben für die Elektro-

phorese vorbereitet. Für die Elektrophorese wurden jeweils 30-180 µg Protein eingesetzt. Die-

sem Ansatz wurden 6,25 µl 4 x Ladepuffer und 1 µl reduzierendes Agens zugefügt. Zum Errei-

chen des Gesamtvolumens von 25 µl jeweils wurde der Ansatz mit Aqua dest. aufgefüllt. Alle 

Arbeitsschritte erfolgten zum Schutz der Proteineluate vor Degradierung eisgekühlt.  

 

Die derart vorbereiteten Proteinlösungen wurden nach einem Denaturierungsschritt bei 95°C für 

5 Minuten mit einem Gesamtvolumen von 25 µl in die jeweiligen Taschen des 

Elektrophoresegels appliziert. Als Größenstandard für die Molekulargewichte wurde 5 µl Magic 

Marker (Firma Sigma) verwendet. Bei einer Spannung von 200 V und einer Stromstärke von 

125 mA (entspricht einer Leistung von ca. 100 W) erfolgte bei einer ca. einstündigen Elektro-

phorese die Separation der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht. 

 

Nach Öffnen der Gelkammern erfolgte die Überführung des Gels auf eine 

Nitrozellulosemembran. Dieses „Sandwich“ wurde erneut in die Elektrophoresekammer (Trans-

ferkammer) eingelegt und für ca. 2 Stunden bei 30-35 V, 170 mA (ca. 100 W) erneut dem elekt-

rischen Feld ausgesetzt. Während das Gel zur Kathode ausgerichtet wurde, wurde die 

Nitrozellulosemembran zur Anode gerichtet. Bei diesem Schritt kam es zum Transfer der unter-

schiedlich großen Proteine auf die Nitrozellulosemembran. 

 

Zur internen Kontrolle des Transfers wurden die Gele anschließend mit "Coomassie-Brilliant-

Blue" gefärbt, die Membran mit Ponceau-Rot. Dadurch konnte eine visuelle Kontrolle der 

gebloteten Proteine erreicht werden und die Qualität der vorangegangenen Arbeitsschritte abge-

schätzt werden. 

 

4.4.4 Immunochemische Detektion 

 

Um unspezifische Proteinbindungen zu vermeiden, wurde die Nitrozellulosemembran für eine 

Stunde mit 10 % Magermilchpulver inkubiert. Anschließend erfolgte die Detektion der ING1-

Proteine mittels spezifischer Antikörper. Als interne Kontrolle wurde der Antikörper gegen das 
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Protein des ß-Actin-Housekeepinggen eingesetzt (siehe Abschnitt 4.3.2.1) In einem ersten Inku-

bationsschritt wurde die Membran mit einem spezifischem monoklonalen ING1-

Antikörpergemisch (CAb I-IV) (Primärantikörper)
104

 beschichtet und 10 % Magermilchpulver 

für mindestens 12 Stunden inkubiert.  

 

Das Antikörpergemisch CAb I-IV richtet sich gegen ING1-Epitope beim Menschen und einigen 

Nagetieren, die Proteinisoformen p33
ING1b 

und 47
ING1c

 können detektiert werden.
104

 

Nach mehreren Waschschritten mit T-PBS 1 x wurden überschüssige Antikörper entfernt. Die 

Nitrozellulosemembran wurde dann mit einem biotinierten anti-Kaninchen Sekundärantikörper 

für 1 Stunde in einem Verdünnungsverhältnis von 1:1000 in 5 % Magermilchlösung inkubiert. 

Nach weiteren Waschschritten der Membran mit T-PBS 1 x zur Entfernung überschüssiger Anti-

körper erfolgte die Inkubation der Membran mit Extravidin in einer Verdünnung 1:3000 in 5 % 

Magermilchlösung für 1 Stunde. Zur Verwendung kam das „ECL Western blotting detection 

system“ nach Angaben des Herstellers. Das an den Sekundärantikörper gebundene Biotin wurde 

hierbei reduziert und unter Verwendung der ECL-Reaktionslösung aktiviert. Die durch diese 

chemische Reaktion hervorgerufene Lumineszenz wurde durch einen Röntgenfilm detektiert und 

nach ca. 10- bis 20-minütiger Belichtung visualisiert. 

4.5 Zellzyklusanalyse durch die Durchflusszytometrie (engl. „Fluorescence Activated 

Cell Sorting”, FACS) 

 

Bei der FACS-Untersuchung wurden durch einen Laserstrahl die in einem Flüssigkeitsstrom 

befindlichen Zellen analysiert und quantifiziert. Ein große Anzahl von Zellen konnte beispiels-

weise mit Hilfe von der Licht-Streuung, der Fluoreszenz und der Bestimmung der Absorption 

Messungen analysiert werden. 
105, 106

 

 

Grundlage der Methode war die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Markern, welche sich 

an die spezifischen Oberflächenmoleküle oder im Erbgut (DNS) der Zelle anlagerten. Die Zellen 

durchflossen in einer Einzelsuspension dünne Kapillaren, während durch einen Laserstrahl die 

gebundenen Farbstoffe erregt wurden und ihr Energieniveau änderten. Diese Änderung wurde 

durch Fotodetektoren registriert und in einem speziellen Computersystem ausgewertet. Zusätzli-

che Informationen wie Zellgröße und Granularität wurden durch Lichtbeugung und -streuung 

erlangt.  
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Die jeweiligen Einzelinformationen z. B. aus Färbeverhalten und Zellgröße konnten in gegensei-

tige Relation gebracht werden und somit Aussagen über z. B. Zellzyklus gemacht werden. 

 

Für die Zellzyklusanalyse in dieser Arbeit wurde die Methode nach D. Gilligan
107

 verwendet. Im 

Zellzyklus verändert sich der DNS-Gehalt in der Zelle. Grundprinzip war die Verwendung von 

5‘-Bromo-2‘-Desoxyuridin (BrdU), welches nach Passagierung der Zellkulturen vor Beginn des 

Experimentes in einem Volumen von 100 µl dem Zellmedium zugegeben wurde. BrdU wurde 

als Thymidinanalogon während der S-Phase des Zellzyklus in die DNS eingebaut.   

 

Nach Behandlung der Zellen mit Cisplatin (bzw. Vincristin oder Gammastrahlen; siehe Ab-

schnitte 4.2.6 und 4.2.7) und der Färbung des Eluats mit Hoechst 33258 und Ethidiumbromid 

wurden die Proben der Analyse zugeführt. Der Farbstoff Hoechst 33258, chemisch Bis-

Benzimidazol, band nicht an BrdU aber an vorhandene Thymidin- und Adenin-reiche Regionen 

der “minor groove“ der DNS und emittierte bei einer Wellenlänge von 478 nm bläuliches Licht. 

Mit jedem Zellzyklus, der durchlaufen wird, verringert sich das blaue Signal, da sich auch BrdU 

eingebaut hatte. Durch die jeweiligen Färbungen konnten die Zellen den entsprechenden Zell-

zyklusphasen zugeordnet werden und in sogenannten „dot plots“, d. h. Zellhaufen, softwarege-

stützt abgebildet und somit einer Zellphase (G0, G1-, S- und G2-Phase) zugeordnet werden.  

 

Historisch wurde die Darstellung erstmals durch Ormerod und Kubbies in einem Diagramm dar-

gestellt 
108

. Ähnlich stellt die Auswertungssoftware (Abbildung 4.4) die Zyklen in der Form ei-

nes „dot plots“ dar.  

 

Zellen in der subG1-Phase, die im Zellzyklus einer Apoptose entsprechen, konnten identifiziert 

und in ihrem prozentualen Anteil vergleichend zu den in anderen Zyklusphasen befindlichen 

Zellen abgebildet werden (Abbildung 4.4).  

 

Ethidiumbromid emittierte bei einer Wellenlänge von 620 nm rötliches Licht und interkalierte 

mit allen Basen der doppelsträngigen DNS ohne Beeinflussung von BrdU. Hier lag die DNS 

fragmentiert vor (enzymatischer Abbau), was sich in der logarithmischen Darstellung visualisie-

ren ließ.  Die Quantifizierung der subG1-Phase war einfacher in einem Zytogramm darzustellen 

(Abbildung 4.5).  
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Abbildung 4.4: Darstellung des Zellzyklus mit der Auswertungssoftware (FlowMax, Version 

2.3, Cytometry software; WinMDI, Version 2.8) 

 

Die Pfeile zeigen auf die jeweiligen Zyklusphasen. Die Färbung der „dots“ (Punkte) visualisiert 

die Anzahl der Zellen in diesem Stadium (von blau - wenige Zellen über grün zu rot - viele Zel-

len). 

 

Diese Methode wurde im Labor der Autoren des Artikels 
108

 durchgeführt (Klinik für Strahlen-

therapie, Charité-Universitätsmedizin-Berlin; Campus Mitte (Berlin)). 
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Abbildung 4.5: Beispiel für die Be-

stimmung des prozentualen Anteils 

der Zellen, die sich in Apoptose be-

finden. (Zytogramm) 

Zellen mit einen EB-DNS-Signal un-

ter 10² sind Zellen in der Apoptose 

(SubG1-Phase), da die EB-Färbung 

einen geringen DNS-Gehalt (nicht 

intakte Zelle entspricht zerstörter 

DNS) auf der Ordinate ausweist 

(Ethidiumbromid-Färbung) 

 

 

 

4.6 Mutationsanalyse für TP53 

 

Die 11 bekannten Exone von TP53 (einschließlich der UTR-Region, d. h. nicht kodierender 

Genabschnitte) wurden mittels Single-stranded-conformation-polymorphism- (SSCP-) Analyse 

auf Mutationen untersucht. Die verwendeten Primersequenzen sind in der Tabelle 4.3 gelistet. 

Wie im Abschnitt 4.2.2 beschrieben besaß LN229 eine Mutation des TP53-Genes. Da 

Gilomzelllinien auch in der Kultur eine hohe Mutationsrate besitzen, wurde die eigene „Varian-

te“ auf Mutationen untersucht. 

 

Die SSCP-Analyse ist ein Verfahren zum Nachweis von Basenveränderungen in der 

einzelsträngigen DNS 
109, 110

. Die Methode nutzt die Eigenschaft einzelsträngiger DNS, unter 

nicht-denaturierenden Bedingungen in einer Gelelektrophorese eine gefaltete Konfiguration aus-

zubilden. Aus einer alleinigen Änderung einer singulären Base in der DNS-Sequenz resultierte in 

einer veränderten Sekundärkonformation und verändertem Laufverhalten im Gel. Zur Kontrolle 

kamen sogenannte "buffy coats", DNS aus Leukozyten gesunder Blutspender, zum Einsatz. 
111

 

 

Für die Analyse wurden 0,35 mm dicke, nicht-denaturierende Polyacyrlamidgele hergestellt. 

Hierfür wurden 70 ml Acrylamidlösung in einem Verhältnis von 1:49 zwischen Bisacrylamid 

und 12 % Acrylamid mit 20 µl Temed und 180 µl 20 % Ammoniumpersulfat polymerisiert. Die 
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Lösung wurde zwischen zwei silanisierte Glasplatten mit einem Gelkamm zur Ausbildung von 

Taschen gegossen. Nach vollständiger Polymerisation der Gele sowie nach einem erneuten 

termischen Denaturierungsschritt zur Trennung der DNS-Stränge wurden die Proben mit einem 

Ladepuffer in die Geltaschen appliziert und das Gel dann in eine Elektrophoresekammer ge-

spannt. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte 

bei 3 W für 16 Stunden. Bei aberrantem Laufverhalten der Proben erfolgte ein Vergleich mit der 

Leukozyten-DNS. Zeigte diese ein vergleichbares Laufverhalten, wurde die Beobachtung nicht 

als Veränderung registriert. Unterschiedliches elektrophoretisches Wanderungsverhalten von 

Tumor- und Buffy coat-DNS wurde als Mutation oder Polymorphismus interpretiert. Die Abbil-

dung 4.6 illustriert eine solche Aberration in der Silberfärbung des Gels. 

 

 

Abbildung 4.6: SSCP-Gel nach der Elektro-

phorese und Silberfärbung mit den Primern 

des Exons 4 TP53: Links das aberrante Lauf-

verhalten der Zelllinie LN229, rechts Buffy 

coat (Lymphozyten) als Normalkontrolle (sie-

he auch Abschnitt 4.6.1). 

 

 

Kodierende Regionen: 

Exon Locus Orientierung Sequenz 

2 TP53ex2-f forward ATC CCC ACT TTT CCT CTT GC 

  TP53ex2-r reverse TCC CAC AGG TCT CTG CTA GG 

3 TP53ex3-f forward CAT GGG ACT GAC TTT CTG C 

  TP53ex3-r reverse GGG ACT GTA GAT GGG TGA A 

4a TP53ex4a-f forward TGA CTG CTC TTT TCA CCC ATC 

  TP53ex4a-r reverse AGA TGA CAG GGG CCA GGA G 

4b TP53ex4b-f forward CTC CTG GCC CC TGT CAT CT 

  TP53ex4b-r reverse CCC CTC AGG GCA ACT GA C 

5a TP 53ex5-1f forward TTT GCC AAC TGG CCA AGA CC 

  TP53ex5-1r reverse TCA GTG AGG AAT CAG AGG CC 

5b TP53ex5-2f forward GTA CTC CCC TGC CCT CAA CAA 

  TP53ex5-2r reverse TTC CAC TCG GAT AAG ATG CTG 

6 TP53ex6f forward AGG CCT CTG ATT CCT CAC TG 

  TP53ex6r reverse AGA GAC CCC AGT TGC AAA CC 

7 TP53ex7f forward GGC CTC ATC TTG GGC CTG TG 

  TP53ex7r reverse GTG TGC AGG GTG GCA AG TG G 
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8 TP53ex8f forward AAT GGG ACA GGT AGG ACC TG 

  TP53ex8r reverse ACC GCT TCT TGT CCT GC TTG 

9 TP53ex9-f forward CCT TTC CTT GCC TCT TTC CT 

  TP53ex9-r reverse CCA CTT GAT AAG AGG TCC CAA G 

10 TP53ex10-f forward CTC CCC CTC CTC TGT TGC T 

  TP53ex10-r reverse AGG GGC TGA GGT CAC TCA C 

11 TP53ex11-f forward TGT CAT CTC TCC TCC CTG CT 

  TP53ex11-r reverse CAG TGG GGA ACA AGA AGT GG 

Nicht kodierende Regionen 

1 TP53ex1-f forward AAG TCTA GAG CCA CCG TCC A                                                  

  TP53ex1-r reverse ACC CCC AAA CTC GCT AAG TC                                                  

11_2 TP53ex11_2-f forward TAA AAT GGG GTA AGG GAA GA                                                   

  TP53ex11_2-r reverse CCC TTC TGT CTT GAA CAT GA                                                  

11_3 TP53ex11_3-f forward GTC TAC CTC CCG CCA TAA AA                                                  

  TP53ex11_3-r reverse TCC TAC TCC CCA TCC TCC TC                                                  

11_4 TP53ex11_4-f forward GAC TTC CAT TTG CTT TGT CC                                                  

  TP53ex11_4-r reverse GCC AGC AT TTC ACA GAT ATG                                                   

11_5 TP53ex11_5-r forward CCT CAC TGT TGA ATT TTC TC                                                  

  TP53ex11_5-f reverse TGA CAA CTC CCT CTA CCT AA                                                  

11_6 TP53ex11_6-f forward TCT ACA GTT GGG CAG CTG GT                                                  

  TP53ex11_6-r reverse AAG ATC ACG CCA CTC CAC TC                                                  

11_7 TP53ex11_7-f forward CCC TGG AGG ATT TCA TCT CT                                                   

  TP53ex11_7-r reverse AAC CTG TGG TCC CAG CTA CT                                                  

11_8 TP53ex11_8-f forward GGA GTG GAG TGG CGT GAT CT                                                  

  TP53ex11_8-r reverse AGG CTG AGA CAG GTG GAT CG                                                  

11_9 TP53ex11_9-f forward CTC CTG GGC TCA GGC GAT CC 

  TP53ex11_9-r reverse AGC CTG CAC TGG CGT TCA CC 

Tabelle 4.3: Sequenzen der Primer für die Mutationsanalyse von TP53 in LN229 GBM-Zellen. 

Zur Nomenklatur der Primer: ex + Nr.: Nr. des Exons, f : „forward“-Primer, r:- “reverse“-Primer. 

 

4.6.1 Silberfärbung 

 

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Glasplatten voneinander separiert und die Gele 

einer Silberfärbung unterzogen. Diese Methode, erstmals 1981 beschrieben, ist eine spezifische 

und sensitive, nicht-radioaktive Darstellung von DNS in Polyacrylamidgelen. Die Detektions-

grenze lag bei 1 bis 10 pg/mm² DNS. Grundlage des Nachweises war die unspezifische Anlage-

rung von Silbernitrat an die DNS und anschließende Anfärbung des Produktes durch Reduktion 

mit Formaldehyd 
111, 112

.  
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Die Gele wurden in verschiedenen Färbeschritten bearbeitet: nach initialer Fixation mit 10 % 

Ethanol und einem Zwischenwaschschritt mit ddH2O erfolgte eine pH-Einstellung mit Salpeter-

säure für ca. 30 Sekunden. Nach einem erneuten Waschschritt mit ddH2O wurde eine 2 %-ige 

Silbernitratlösung aufgetragen und für ca. 30 Minuten mit dem Gel unter Lichtschutz inkubiert. 

Nach drei weiteren Waschschritten mit ddH2O erfolgte die Entwicklung mit Natriumkarbonat 

und Formaldehyd, bis Banden sichtbar waren. Die Entwicklung wurde durch erneute Zugabe von 

10%-iger Essigsäure gestoppt. Nach einem erneuten Waschschritt mit ddH2O wurde das Gel auf 

Filterpapier gezogen und auf einem Vakuum-Geltrockner für ca. 2 Stunden getrocknet. An-

schließend wurden die Gele beschriftet und ausgewertet. 

 

4.6.2 Isolierung der Einzelstrang-DNS aus dem Polyacrylamidgel 

 

Aberrante Banden wurden aus dem nassen Gel mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Diese 

waren entweder Mutation oder Polymorphismus und wurde zur endgültigen Charakterisierung 

sequenziert. Die Probe wurde in 100 µl Dilutionspuffer gegeben und für 30 Minuten bei 50°C 

inkubiert. Die weitere Extraktion erfolgte entsprechend der Anleitung des QIAEX II-Kit. 

 

4.6.3 Aufreinigung der Proben und Sequenzierung 

 

Als Grundlage der Sequenzierungsanalyse diente die Methode nach Sanger et al 
113

, deren 

Grundprinzip einer PCR-Reaktion mit induzierten Kettenabbrüchen durch den Einsatz von 

ddNTPs ohne 3'-Hydroxygruppe entspricht. Diese ddNTPs ohne 3'-Hydroxygruppe verhindern 

die Elongation der DNS-Kette.  

 

Der verwendete Sequenzierungsansatz wurde doppelt ausgeführt und enthielt entweder 0,5 µl 

20 µM forward bzw. 0,5 µl 20 µM reverse Primer (Tabelle 4.3), 2–4 µl spezifische DNS-

Fragmente Probe aus der SSCP-Analyse, Taq-Polymerase, 1,5 µl 5 x Buffer (bestehend aus 

400 mM Tris HCl, 10 mM MgCl2, pH 9),"BigDye" mit fluoreszenzmarkierten ddNTP (inklusi-

ver ddNTPs ohne 3'-Hydroxygruppe, 2‘,3‘-Didesoxynukleotide) und Taq Polymerase. Die PCR 

mit einem initialen Denaturierungsschritt bei 94°C für 5 Minuten wurde anschließend für 25 

Zyklen durchgeführt: Denaturierung bei 94°C für 15 s, primerspezifisches „Annealing“ für 10 s 

und einer Elongation für 4 min bei 60°C. Das PCR- Produkt wurde am Ende der Zyklen auf 4°C 

abgekühlt. 
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Bei dieser Cycle-sequencing-PCR entstanden durch das Gemisch aus normalen dNTP und 

ddNTP (2‘,3‘-Didesoxynukleotide) fluoreszenzmarkierte DNS-Fragmente unterschiedlicher 

Länge.  

 

Zur Aufreinigung des Cycle-sequencing-Produktes erfolgte die Filtration durch Sephadex-

gefüllte Spin-Röhrchen. Hierfür wurde für ca. 1 Stunde je Probe 55 mg Sephadex in 750 µl 

ddH
2
O gequollen. Anschließend wurden 750 µl des Gemisches in Spin-Röhrchen pipettiert und 

für 2 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert. Das Eluat in wurde anschließend einem 1,5 ml 

Eppendorfreaktionsgefäß aufgefangen, bei 65°C in Thermomixer eingetrocknet und in 2 µl 

Ladepuffer eluiert.  

 

In dem verwendeten semiautomatischen Sequenzierer wurden die DNS-Fragmente elektropho-

retisch separiert. Das Gel lief entlang einem stationären Laser, der durch die jeweiligen Termi-

natoren (ddNTP mit Farb-Markierungen) optisch angeregte und das Signal rechnergestützt ver-

arbeitete. Die folgende Darstellung erläutert das Prozedere. 

 

Für die Herstellung des 4,5 % Poylacrylamidgels wurden 18 g Harnstoff, 7,5 ml 30%-ige 

Acrylamidlösung, 6 ml 10 x TBE und 23 ml ddH
2
O vermischt, anschließend nach Vakuumfilt-

ration mit 35 µl Ammoniumpersulfat und 20 µl Temed zwischen zwei Glasplatten gegossen. 

Nach Polymerisation des Gels wurden die Proben zeitlich versetzt appliziert, als Laufpuffer 

diente 1 x TBE. Vor der Probenapplikation wurden diese bei 95 °C für 5 Minuten denaturiert 

und auf Eis gelagert. Mit der im System verwendeten Software Data Collection Version 1.2 

und des Data Analysis Programms Version Dl-7.1, (Applied Biosystems), dem zusätzlichen 

Editierungsprogrammen Chromas (Version 1.1 Technelysium), Editseq (Version 5.0 DNAStar 

Inc.) und Seqman II (Version 5.0 DNAStar Inc.) konnten die Sequenzen der Proben mit den 

Referenzproben (Buffy-coat-Proben) verglichen werden.  

 

Eine Gegenüberstellung mit der Originalsequenz aus der Internetdatenbank 

(http://genome.ucsc.edu) wurde zusätzlich durchgeführt. Beide sequenzierten DNS-Stränge aus 

dem Doppelansatz mit forward bzw. reverse Primer wurden ausgewertet, um nicht lesbare Be-

reiche zu überbrücken bzw. auch Daten aus dem Gegenstrang zu erhalten. Durch die Darstel-

lung in dem unter Abschnitt 5.1 sichtbaren Chromatogramm wurde das Ergebnis der Editierung 
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erkennbar. Als Mutation oder Polymorphismus wurden nur Veränderungen der Basenabfolge in 

beiden komplementären Strängen gegenüber der Originalsequenz angesehen. 
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5. ERGEBNISSE 

 

5.1 Ergebnis der Mutationsanalyse 

 

Wir untersuchten die DNS der Zelllinie LN229 in den Exonen 1 bis 11 des Genes TP53 auf so-

matische Mutationen. Wir konnten eine Mutationen im Exon 4 mit Basenaustausch im Codon 98 

an Position 1 des Sequenzierungsproduktes von Cytosin zu Thymidin (C→T) nachweisen. Die 

resultierende Änderung in der Proteinsequenz von Prolin zu Lysin wurde bereits von Ishi et al. 

beschrieben 
77

 und entsprach dem vorveröffentlichten Mutationsstatus für TP53.  

 

Abbildung 5.1 zeigt eine Chromatographie mit Austausch der Base Cytosin gegen Thymidin. 

 

  

TP53 Exon 4, Buffy coat (Lymphozyten) 

 

 

TP53 Exon 4, LN229 

Abbildung 5.1:  Chromatogramm der TP53-Mutation in der LN229- Zelllinie im Vergleich 

zur Buffy coat-Kontrolle (Lymphozyten); dargestellt ist in der oberen Reihe der Basenaustausch 

von Cytosin durch Thymidin (Pfeil) und in der unteren Reihe der Proteinaustausch von Prolin 

durch Lysin. 
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5.2 Morphologische Kontrolle der Zellschädigung nach zytostatischer Behandlung 

 

Ein weiterer Bestandteil der Untersuchungen war die morphologische Überprüfung der Zellen im 

Ausgangszustand vor, während und nach zytostatischer Behandlung mit CDDP und VCR. Die 

Zellen wurden unter dem Zweiphasenlichtmikroskop nach HE – Färbung mit 100-facher Ver-

größerung fotodokumentiert (Abbildung 5.2). 

 

LN229-GBM-Zellen vor Behandlung 

 

LN229 Zellen bildeten nach 2 Tagen Wachstum 

einen konfluenten Zellverband von polygonalen 

Zellen mit großem Zellkern und prominenten 

Nucleoli. 

LN229-GBM-Zellen nach Behandlung mit 

Cisplatin (CDDP) 

 

Nach 8-stündiger Behandlung mit CDDP (5 mM) 

zeigten die Zellen vermindertes Wachstum, Zell-

ablösung von der Unterlage, Abrundung der Zel-

len mit Kondensation des Zytoplasmas, An-

schwellen der Zellleiber und Reduktion der Zell-

Zellverbindungen.  

LN229-GBM-Zellen nach Behandlung mit 

Vincristin (VCR) 

 

Nach 8-stündiger Behandlung mit VCR (0,1 mM) 

kam es zu einer Verringerung des Zellwachstums 

mit sägezahnartig konfigurierten Zellwänden, 

rückläufigen Zell-Zellkontakten, Anschwellen 

der Zellleiber und vermehrten Zellen in Lösung. 
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Abbildung 5.2 Morphologische Kontrolle der Zellschädigung nach zytostatischer Behandlung 

(100-fache Vergrößerung, HE-Färbung) 

 

Das morphologische Bild der Zellschädigung war für das jeweilige schädigende Agens charakte-

ristisch. Beispielsweise lockerte sich der Zellverband unter VDR ebenfalls auf, die Zellen runden 

sich nicht ab, sondern bildeten durch Verlust das Zytoskelettes  eine Art Sägezahnmuster. 

 

5.3 ING1 mRNS-Expressionverhalten nach DNS-Schädigung durch CDDP 

 

5.3.1 Unterschiedliche Expression der ING1-Isoformen nach DNS-Schädigung durch 

CDDP in LD50-Dosierung 

 

Nach zahlreichen Behandlungen der Zelllinie LN229 mit CDDP und VCR erfolgte bei mindes-

tens drei Experimenten die Messung der mRNS-Expression der ING1-Spleiss-Varianten mittels 

Realtime-PCR im LightCycler (siehe Anschnitt 4.3).  

 

Nach Behandlung mit CDDP konnte, verglichen mit dem Nullstundenniveau, ein Maximum der 

p33
ING1b

-mRNS-Expression nach 8 Stunden Behandlungsdauer nachgewiesen werden. Hier wur-

de eine ca. 20-fache Expression gegenüber der unbehandelten Probe erreicht (siehe Abbildung 

5.3). Eine Verlängerung der Inkubationszeit mit CDDP auf 12 bzw. 24 Stunden führte zu einem 

reproduzierbaren Abfall der ING1b-Expression (im Vergleich zum 8-Stunden-Niveau).  

 

Für die mRNS von p47
ING1a

 wurde ein Expressionsmaximum nach 12 Stunden Behandlung mit 

CDDP erzeugt. Die mRNS-Expression erreichte mehr als das 50-fache in Bezug auf die un-

behandelte Probe. 

 

Durch die Behandlung mit Vincristin konnte zu keinem Behandlungszeitpunkt eine Erhöhung 

des p33
ING1b

- oder p47
ING1a

-mRNS-Expressionsniveau gezeigt werden. Sowohl im Abgleich mit 

dem Housekeeping-Gen ß2-Mikroglobulin als auch dem RPL13a-Gen waren diese Ergebnisse 

reproduzierbar (siehe Abbildung 5.3).  

 

Die Experimente wurden drei- bis viermal wiederholt. Die Messreihen mit dem gemeinsamen 

ING1 Exon 2 zeigten keine als signifikant einstufbaren Expressionsänderungen und flossen so-

mit nicht in die Auswertungen ein. 
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Abbildung 5.3: Darstellung des Expressionsprofils nach DNS-Schädigung durch CDDP 

(VCR=Kontrolle) mit LD50: Dargestellt ist das Expressionsverhalten der mRNA-ING1-

Spleißvarianten der LN229-Zellen mit den entsprechenden Behandlungszeiten nach der Messung 

in der Realtime-PCR.  (modifiziert nach 
86

).  

 

5.3.2 Unterschiedliche mRNS-Expression der ING1-Spleissvarianten nach DNS-

Schädigung durch unterschiedliche CDDP-Dosierungen 

 

In einem weiteren Versuchsaufbau wurden die Zellen mit der halben LD50-CDDP-Dosis wie im 

Abschnitt 4.2.6 inkubiert und geerntet. Ziel war es, eine mögliche Dosisabhängigkeit bezüglich 

der möglichen ING1-Antwort darzustellen. 

 

Die Expressionsanalysen ergaben, dass die ING1- Isoformen p33
ING1b

-mRNS und p47
ING1a

-mRNS 

nicht signifikant in ihrem Expressionsniveau erhöht waren. Dem gegenüber zeigten sich bei einer 

Verdopplung der LD50-Dosis für CDDP deutlich erhöhte mRNS-Niveaus für das Expressions-

maximum von p33
ING1b

 nach 8 Stunden bzw. nach 12 Stunden für p47
ING1a

. Somit ließ sich eine 

Dosis-abhängige Expressionsantwort der ING1-Spleißvarianten ableiten.  
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Eine Halbierung der Vincristindosierung bzw. auch eine Verdoppelung der Dosis ergab für die 

Spleißvarianten p33
ING1b

-RNS und p47
ING1a

-RNS keine Veränderung des Expressionsniveaus. 

 

5.3.3 p47
ING1a

-mRNS wird nach Gamma-Bestrahlung bevorzugt induziert 

 

Nach Bestrahlung mit 20 Gy Gesamtdosis konnten gesteigerte Expressionsniveaus für p33
ING1b 

und p47
ING1a

 gezeigt werden, die jeweiligen Level lagen über denen der Behandlung mit 

Vincristin. Vierundzwanzig Stunden nach Bestrahlung zeigte sich ein Maximum der Expression 

der Spleißform p47
ING1a 

 mit einer ca. 100fach erhöhten Expressionsrate über dem Normalni-

veau, während p33
ING1b

 ein Expressionsmaximum um das Dreifache nach 12 Stunden Ruhephase 

aufwies, im Vergleich mit der Nullkontrolle (unbehandelte Zellkultur) (Abbildung 5.4). 

 

 

Abbildung 5.4: Vergleich der ING1-mRNS Expression in LN229-GBM-Zellen nach achtstündi-

ger DNS-Schädigung durch Gamma-Bestrahlung (20 Gy) oder CDDP-Behandlung bzw. respek-

tive Mitosehemmung mit VCR (jeweils Expositionsdosis LD50) nach der Messung in der 
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Realtime-PCR (modifiziert 
86

). Die Experimente wurden drei- bis fünfmal für die Behandlung 

mit CDDP und VCR wiederholt (einmal mit Gamma-Strahlung). 

 

5.4 DNS-Schädigung durch CDDP beeinflusst die Proteinspiegel der ING1-Isoformen 

p33
ING1b

 und p47
ING1a

 in malignen Gliomzellen unterschiedlich 

 

Unter dem Ergebnis, dass eine DNS-Schädigung im Experiment eine Veränderung in der Ex-

pression der ING1-mRNS induziert, wurde eine Expressionsanalyse durch einen Westernblot 

durchgeführt. Die in Abschnitt 5.3 dargestellten Transkriptionsprofile ließen sich auch auf der 

Translationsebene, dass heißt bei der Proteinexpression, in zeitlich ähnlicher Form nachweisen.  

 

Die Abbildung 5.5 zeigt, dass unter dem Einfluss von Cisplatin der p47
ING1a

 Protein-Spiegel 

deutlich erhöht ist. Dies entspricht auch der vorher beschriebenen Induktion dieser Isoform auf 

mRNS-Ebene (siehe Abschnitt 5.3) 

 

Auch eine schwächere Expression von p33
ING1b

 unter Cisplatineinwirkung konnte entsprechend 

der Induktion auf  mRNS-Ebene nachgewiesen werden. Vermutlich wird die Translation der 

p33
ING1b

 Isoform negativ beeinflusst.  

 

 

 

Abbildung 5.5: Expressionsanalyse der ING1-Isoformen nach Behandlung mit der LD50-Dosis 

von CDDP. Dargestellt ist die Westernblotanalyse der Proteinextrakte von LN229-Zellen mit den 

entsprechenden Behandlungszeiten. Verwendet wurden die im Abschnitt 4.4 beschriebenen Cab 

I-IV-Antikörper für die Visualisierung der Isoformen p47
ING1a 

und
 
p47

ING1b 
(obere Streifen). Als 

Kontrolle diente das Hauskeepinggen ß-Actin (unterer Streifen), um den gleichmäßigen Einsatz ) 

der Proteinmenge nachweisen zu können. (modifiziert nach 
86

) 
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5.4.1 Reduzierte ING1-Proteinspiegel in malignen Gliomzellen nach Transfektion mit siRNS 

 

Ausgehend von der Hypothese, dass eine reduzierte ING1-Expression das Wachstums- und 

Apoptoseverhalten von GBM-Zellen nach Cisplatinbehandlung verändert (siehe Abschnitt 3), 

wurden die Zellen mit siRNS gegen das gemeinsame Exon 2 aller ING1-Isoformen transfiziert 

(siehe Anschnitt 4.2.3).  

 

Die Abbildung 5.6 zeigt einen Westernblot für die Zelllinie, die mit einer gegen das Exon 2 ge-

richteten siRNS behandelt wurde. Hier konnte keine Expression der ING1-Isoformen p47
ING1a

 

und p33
ING1b 

dargestellt und der „knock down“ bestätigt werden. 

 

Abbildung 5.6: Darstellung der Verminderung der ING1-Proteine nach Transfektion von 

LN229-Zellen mit siING1(Exon2): Dargestellt wird die „Knock down-Zelllinie“ siING1(Exon 2) 

[b] ohne eine Expression beider Isoformen p47
ING1a 

und
 
p33

ING1b
. Die Bahn [f] zeigt den 

Westernblot einer unveränderten Zelllinie LN229.  

 

Als Vergleich wurde siEGFP [a] bzw. si-RNS-Leervektor pCI Leerkontrolle [c] als methodische 

Kontrolle gegenübergestellt eine Expression beider Isoformen geschah nicht. Als Gegenkontrolle 

wurden in den Vektor pCIp47
ING1a 

und
 
pCIp33

ING1b 
[d und e] (siehe Absatz 4.2) eingeschleust 

und
 
so eine Überexpression erreicht. (modifiziert nach 

86) 
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5.5 Zellzyklus unter dem Einfluss der Zytostatika/ “ING1 knock down“ führt zu einer 

Beschleunigung der Apoptose der Gliomzellen in Reaktion auf CDDP-induzierte 

DNS-Schäden  

 

Um die Auswirkung des “ING1-knock down“ zu analysieren, wurden die Expositionsversuche 

mit CDDP wiederholt, um bei einer FACS-Zellzyklusanalyse den Apoptoseanteil gegenüber den 

anderen Zellzykluszuständen zu bestimmen.  Die Zellpopulation in der SubG1-Phase entsprach 

diesem Anteil (siehe  4.5.).   

 

Die Abbildung 5.7 a und b stellen die Zytogramme für Behandlung mit bzw. ohne? CDDP dar. 

Die mit dem siEGFP-RNS-Vektor transfizierten Zellen fungierten als Kontrolle gegenüber den 

Zellen, welche als „ING1-knock down“-Zellen mit einem siING1-RNS-Vektor versehen wurden. 

Die Zellen wurden gegebenenfalls 12 Stunden mit CDDP behandelt (LD50) und anschließend 

nach 0, 24, 48 oder 72 Stunden Erholungszeit analysiert. 

 

In Abbildung 5.7 a ließ sich darstellen, dass die SubG1-Phase nach 48 Stunden CDDP-

Exposition der siEGFP-RNS-transfizierten Zellen (Bild Nr. 7) mit einer Fraktion vom 64 % er-

reicht wurde, verglichen mit den unbehandelten Zellen befanden zum gleichen Zeitpunkt 5 % in 

der SubG1-Phase. Dagegen erreichten die siING1- Zellen, dargestellt in der Abbildung 5.7 b, die 

SubG1-Phase nach 12 Stunden mit einer Anteil von 61 %, während sich die nicht behandelten 

Zellproben in 8 % in der SubG1-Phase befanden (Bild 6). Der Vergleich mit den siEGFP-RNS-

transfizierten Zellen (Abbildung 5.7 a Bild 6) stellte einen SubG1- Anteil von 8 % dar.   

 

Dieses Ergebnis zeigte einen beschleunigten Eintritt der Zellen mit reduzierter ING1-Expression 

in die Apoptose. 

 

Zusätzlich zeigte sich, dass siING1- Zellen im Zytogramm zwei deutliche Spitzen erzeugten, 

während in der siEGFP-Kontrolle nur eine Hauptspitze aufwiesen wurde. Vermutlich befand 

sich ein wesentlicher Teil der „ING1-knock down“-Zellen in der G1 und G2-Phase, ein Hinweis 

auf einen beschleunigten Zellzyklus, der eine schnellere Induktion von Apoptose als Reaktion 

auf CDDP ermöglichte. 

 

Zusammen mit der bevorzugten Induktion von p47
ING1a

 bei cisplatin-erzeugten DNS-Schäden, 

führte ein Defizit dieser Isoform zur einen schnelleren Zellwachstum. Eine weitere Interpretation 
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ist auch, dass „ING1-knock down“-Zellen in der G2-Phase verzögert wurden, da die 

Chromatinkondensation während der Mitose beeinflusst wurde (siehe Abschnitt 2).  

 

Die experimentellen Daten wurden in drei unabhängigen Analysen bestätigt. 
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Abbildung 5.7: Kinetik der veränderten LN299-Zellen („ING1 knock down“ und siEGFP-

Kontrolle): Die Zytogramme zeigten den DNS-Gehalt der Zellen in logarithmischer Darstellung 

nach Ethidiumbromidfärbung (EB) unter BrdU/ Hoechst-Einfluss nach der Durchflusszytometrie 

(siehe 4.5). Die Bilder 1-4 in den Darstellungen a) und b) stehen für die Versuche ohne CDDP 

bzw. die Bilder 5-8 mit CDDP-Exposition. Zellen mit einem DNS-Gehalt unter 10² befinden sich 

in Apoptose, da intakte Zellen ein vergleichbar höheres Volumen hatten. Die Spitzen in den Bil-

dern a) 2, 4, 6 stehen beispielsweise für die Zellen in der G2 oder G1-Phase (von rechts nach 

links). (modifiziert nach 86
) 
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6. DISKUSSION 

 

6.1 Wertung der Methoden 

 

6.1.1 Die Zellkulturmethode 

 

Bei der Zellkultur handelt es sich um ein Versuchsmodell, das Zellverhalten in vitro abbildet, 

welches mitunter kein reelles Abbild in einem komplexen Organismus geben kann. Die Kultur-

bedingungen, das Wachstumsverhalten, die Ernährungslösungen oder andere Steuerungsmecha-

nismen wie CO2-Gehalt der Umgebungsluft u. ä. können sich in der Kultur von Abläufen im 

lebenden Organismus (in vivo) unterscheiden. Ebenso kann eine Kontamination mit anderen 

Mikroorganismen die Ergebnisse beeinflussen. 
114

  Possinger konnte eine vergleichbare Wirk-

samkeit einer zytostatischen Behandlung zwischen einer in vitro- und in vivo-Testung bele-

gen 
115

.  

 

Bei der Durchführung der Experimente wurden konfluent wachsende Zellen verwendet. Prob-

lematisch könnte die Interpretation der Ergebnisse aus gewonnenen Daten bei Experimenten in 

Zellkultur gewertet werden. Da das Wachstum in den Kulturflaschen durch die Kontaktinhibiti-

on gestört wird und der programmierte Zelltod in den kultivierten Zellen ausgelöst werden 

könnte. Häufiges Passagieren oder ein Kultivieren von Zellen über längere Zeiträume kann je-

weils zu einer Selektion von Zellen aufgrund ihrer genotypischen oder phänotypischen Eigen-

schaften führen. In der Folge unterscheiden sich die Zellen von denen, die aufgrund ihrer Cha-

rakteristika ursprünglichen für die Experimente ausgewählt wurden. 

 

Um solche systematischen Fehler zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit jedes Experiment unab-

hängig vom anderen mindestens 2-mal wiederholt und anschließend jeweils Mittelwerte und 

Standardabweichungen bestimmt.  

 

Der Einfluss eines kulturspezifischen Selektionsdrucks wurde durch die Verwendung einer 

Zellkultur erreicht, welche nur geringe Zeitabstände zwischen den Passagen aufwiesen. 

 

6.1.2 Die LN229-Zelllinie 

 

Maßgeblich wird das Ergebnis durch die Auswahl der Modellzelllinie LN229 bestimmt, die 

exemplarisch für die Eigenschaften eines GBM stehen sollte.  
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Unsere Mutationsanalyse bestätigte die vorbeschriebene Mutation im TP53-Gen im Codon 98 
77

.  

 

Andere Autoren 
81

 räumen ein, dass die Zellen über die Zeit einen genetischen Drift vollziehen 

können und Gene in auch standardisierten Zelllinien ständiger Veränderung unterliegen. Die 

Mutationsrate in Tumorzellen mit hoher Wachstumsrate ist generell als erhöht anzusehen 
116

. 

Wichtig war diese Erkenntnis vor allem, weil mit einem Modell gearbeitet werden sollte, wel-

ches mit dem aus vorangehenden Arbeiten vergleichbar ist.  

 

6.1.3 Die Arbeit mit Nukleinsäuren  

 

Die Gewinnung und Verarbeitung von RNS ist sehr viel aufwendiger als die der DNS, da RNS 

fragiler ist als DNS und zusätzlich den ubiquitär vorhandenen RNAsen ausgesetzt ist.  

 

Für eine Expressionsanalyse wurde die totale RNS verwendet, um eine Verfälschung durch die 

alleinige Verwendung der mRNS zu vermeiden, da durch posttranskriptionelle Regulierungsme-

chanismen der Gehalt von mRNS für die einzelnen ING1-Isoformen verändert werden kann.  

 

Speziell mRNS steht im Zellzyklus nur für kurze Zeit zur Verfügung. Autoren schätzen ihre 

funktionelle Halbwertzeit auf ca. 2 min. Diese wird nicht nur durch die Geschwindigkeit ihrer 

Generation sondern auch durch ihren Abbau bestimmt 
66, 75

.  

 

Das Tragen von Einmalhandschuhen, die Verwendung eines gesonderten Pipettensatzes und ei-

gens für den Umgang mit RNS bestimmter Plastikmaterialien wie spezielle Reaktionsgefäße o. ä. 

und ein gesonderter RNS-Arbeitsplatz ist eine Grundvoraussetzung für ein effektives, RNase-

freies Arbeiten. Daher wurde diese Arbeitsweise im Rahmen dieses Projektes strikt beibehalten.   

 

6.1.4 Die PCR-Techniken 

 

Das Detektionslimit für ein PCR-Produkt liegt maximal bei 2-10 Kopien. Es ist abhängig von der 

Auswahl der Primer und dem Target und nur minimal von der Auswahl der Sonden. Das Detek-

tionslimit für eine Realtime-PCR unter Verwendung von Taqman-Sonden liegt bei 10-50 Ko-

pien, bei SYBR Green dagegen bei einem Limit von 200-400 Kopien. Spezifische Sonden sind 

in der Beschaffung sehr kostspielig und für die Fragestellung war das Erreichen von einem De-
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tektionslimit unter 200 Kopien nicht notwendig. Große Unterschiede zwischen den beiden Me-

thoden (SYBRGreen und den spezifischen Sonden) waren im Rahmen der Arbeit und Zielstel-

lung nicht feststellbar, so dass die Realtime-PCR mit beiden Markern gleichwertig durchgeführt 

werden konnte. 
117

   

 

Die unterschiedlichen Primer besitzen unterschiedliche Reaktionsoptima, welche durch die 

sequenzspezifschen Wechselwirkungen bestimmt werden. Die Basenzusammensetzung der Pri-

mer muss folgender Anforderung genügen: der G/C-Gehalt sollte bei ca. 60 % liegen. Das hat 

folgende Begründung: 

 

Die Annealingtemperatur Ta liegt normalerweise zwischen 40°C und 60°C und ist abhängig von 

der Basenzusammensetzung des Primers sowie der sich daraus ergebenden Schmelztemperatur 

Tm.  

 

Für Primer bis zu einer Länge von etwa 20 Nukleotiden findet sich bei Mülhardt 
94

 eine einfache 

Formel zur Berechnung von Tm:  

 

Tm = 4 x (Anzahl G und C) + 2 x (Anzahl A und T) 
94

 

 

Mit der Formel nach Rychlik et al. (1990) kann aus Tm die optimale Ta ermittelt werden:  

 

Taopt = 0,3 x TmPrimer + 0,7 x TmProdukt - 14,9. 
96, 117

 

 

Aber auch die Kinetik der Darstellung in der LightCycler-Software kann zwischen den 

Spleißvarianten Unterschiede zeigen, wenn z. B. der Anstieg des Graphen flacher oder steiler 

verläuft, so dass die Verwendung von sequenzgleichen Eichreihen für die Wertung der verschie-

denen Amplifikate zwingend nötig war. Die Plasmidform der Amplifikate können die Kinetik 

ebenfalls beeinflussen. Da nur eine signifikative Expressionsveränderung dargestellt werden 

sollte, ist dieses Phänomen als gleichbleibender systematischer „Störfaktor“ in allen Messungen 

gleich und verzerrt die Aussage nicht.  

 

Eine weitere Fehlerquelle liegt bei der Herstellung der Eichreihen. Nach jedem Verdünnungs-

schritt ist eine gute Vermischung der Probe notwendig und die Proben sind mindestens 15 Minu-

ten nach jedem Schritt stehen zu lassen. Bei Verdünnungen bis zu 10²/µl oder gar 10/µl ist ande-
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renfalls mit einem zu großen Fehler zu rechnen. Oft muss die Erstellung mehrfach wiederholt 

werden, da sich in der Überprüfung mit dem LightCycler zumeist in den niedrigen Konzentratio-

nen Ungenauigkeiten zeigen. Im Fall dieser Arbeit war eine Verdünnung bis zu 100²/µl ausrei-

chend und diese wurde auf diesen Tiefstwert beschränkt. 
117

  

 

6.1.5 Die Proteinanalyse-Techniken 

 

Bei einem Westernblot handelt es sich um eine qualitative und semiquantitaive Bestimmung 

spezifischer Proteine in einem Zelllysat. Dementsprechend handelt es sich eher um die Abschät-

zung einer Expression als um eine exakte Mengenbestimmung, die mit dieser Methode nicht 

möglich ist. Besonders die Abschätzung der Isoform p47
ING1a 

war bei insgesamt geringer Ex-

pression des Proteins auf den Film schwierig. Für die gewünschte Aussage in dieser Arbeit ist 

die Wahl dieser Methode jedoch angemessen. Entsprechend wurde auf eine Software-gestützte 

Dichtebestimmung der Banden in dieser Arbeit verzichtet. 

 

6.1.6 Die Reduktion der ING1-Expression in LN229-Zellen mittels siRNS  

 

Trotz stabiler siRNS-Transfektion der Zellen zeigte sich in der Westernblotanalyse nach mehre-

ren Passagierungen der transfizierten Zellen, dass diese ihre ursprünglichen ING1-

Proteinspiegel zurückbildeten. Es ist demnach wahrscheinlich, dass sich die noch in der Kultur 

befindlichen, nicht transfizierten Zellen trotz dem Einsatz von Puromycin weiter vermehrt und 

die siRNS-transfizierten Zellen möglicherweise verdrängt haben. Es wäre auch denkbar, dass 

die Zellen ihre Resistenz gegenüber Puromycin aus anderen Gründen verloren haben. Somit 

wurden in dieser Arbeit nur frühe Passgagen von transfizierten LN229-Zellen verwendet.  

 

6.2 Prüfung der aufgestellten Hypothesen  

 

Im Folgenden sollen die Ergebnisse im Hinblick auf die Hypothesen (siehe 3) diskutiert werden. 

 

1.) Die endogene Expression der ING1-Isoformen p33
ING1b 

und p47
ING1a 

wird durch DNS-

Schädigung von GBM-Zellen in diesen unterschiedlich induziert.  

 

Wie im Abschnitt 5.3 dargestellt, zeigt der Einfluss von Cisplatin (CDDP) und einer Bestrahlung 

mit Gamma-Strahlen eine deutliche Veränderung des Expressionsverhaltens der mRNS- und der 
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Proteinexpression von ING1  (Abschnitt 5.4) in malignen Gliomzellen. Es zeigte sich ein exposi-

tionszeitlicher Anstieg der Expression der ING1-Isoform p47
INGa

.  

 

2) Eine reduzierte ING1-Expression verändert das Wachstums- und Apoptoseverhalten von 

GBM-Zellen nach Cisplatinbehandlung 

 

In der Zellzyklusanalyse zeigte sich ein zeitlich früherer Eintritt der Zellen, die eine verminderte 

Expression von ING1-Genprodukten aufwiesen, in die SubG1-Phase mit resultierender Apoptose. 

In mehreren Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass eine DNS-Schädigung durch 

CDDP bzw. Gammabestrahlung in TP53-defizienten Gliomzellen der Zelllinie LN229 zu ver-

minderter ING1- Expression führt, und eine verminderte ING1-Expression zu eine Erhöhung der 

Apoptoserate nach CDDP-Behandlung dieser Zellen erzeugt (siehe Abschnitt 5.5). 

 

Somit sind die o. g. Hypothesen bestätigt (siehe Abschnitt 3). 

 

6.3 Wissenschaftliche Diskussion der Ergebnisse und Ausblick 

 

Frühere Beobachtungen in malignen Gliomen zeigten reduzierte Expression von ING1 bei feh-

lender ING1-Mutation 
68, 118

. Dies kann u. a. durch Promotorhypermethylierung, wie sie für 

ING1 in Ovarialtumorzellen festgestellt wurde 
56

, verursacht sein. Die Vielzahl CpG-Inseln die-

ser Promotor-nahen Regionen machen die Hypermethylierung des ING1-Promoters als epigene-

tisch bedingte Ursache für eine alterierte Expression in Tumorzellen wahrscheinlich 
56, 69

. Es 

wird in diesem Zusammenhang diskutiert, dass eine verminderte Expression von ING1 mit einer 

geringen Tumorprogression in malignem Gliomen korreliert und somit die Hypothese der Funk-

tion ING1 als Typ II Tumorsuppressorgen unterstützt wird 
70

. 

 

In dieser Arbeit induzierte die Behandlung von LN229-Glioblastomzellen mit DNS-

schädigenden Agenzien wie CDDP die ING1-Isoform p47
ING1a

. ING1-Induktion nach DNS 

Schädigung wurde auch von anderen Untersuchern, z. B. nach UV-Bestrahlung von 

Melanomzellen, jedoch nicht normalen Fibroblasten, beschrieben 
119

. 

 

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass im Gegensatz zu anderen Tumorzellarten, in denen die 

p33
ING1b

 -Isoform Apoptose induzierend ist
55

, in malignen Gliomzellen wie LN229, eher p47
ING1a 

die Variante ist, die an der Vermittlung von Zelltod nach Behandlung mit DNS-schädigenden 
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Chemotherapeutika beteiligt ist. Diese Tatsache lässt sich mit der Beobachtung in Verbindung 

bringen, dass die Isoform p47
ING1a

 mit Histon-Deacetylasen (HDAC) zusammenarbeitet, welche 

Genexpression, und damit auch die Expression proapoptotischer Proteine, supprimieren.  

p33
ING1b 

hingegen interagiert mit 
 
Histon-Acetylasen (HAT), welche zur Genaktivierung beitra-

gen 
63

.  Zahlreiche Arbeiten belegen die Interaktion von ING1-Proteinen mit HDAC 
120, 121

. Die 

p47
ING1a

-Isoform fördert dabei die Deacetylierung der Histone. In der Folge kommt es zu einer 

konsekutiv gesteigerten Ausbildung von heterochromatischen Regionen in der DNS.  Dadurch 

wird diese wiederum schlechter zugänglich für die zerstörenden Adduktbildungen mit CDDP. 

Somit könnte das Hochregulieren von p47
ING1a

 nach CDDP-Behandlung eine Schutzreaktion der 

Gliomzellen vor DNS-Schädigung sein. 

 

Entsprechend führte eine reduzierte ING1a-Expression in unserem Modell zu einer Sensibilisie-

rung von GBM-Zellen mit TP53-Mutation für die Behandlung mit CDDP. Demnach könnte, 

unabhängig vom TP53-Status der Zelle, die individuelle Bestimmung der ING1a/ING1b-Ratio 

oder auch der absoluten ING1a-Spiegel in malignen Gliomen deren individuelle Sensibilität ge-

genüber einer CDDP-Behandlung voraussagen.  

 

Wird ein erniedrigter p47
ING1a

-Spiegel als prädiktiver Marker für größere Sensitivität gegenüber 

Cisplatin erwiesen, ist es denkbar, dass diese zusätzlich bei den verschiedenen in der Untersu-

chung befindlichen Formen von HDAC-Inhibitoren Relevanz besitzen. Sowohl HDAC-

Inhibitoren als auch ein erniedrigter p47
ING1a

-Spiegel fördert die Bildung von Euchromatin und 

diese Veränderungen erhöhen die Apoptosesensibilität der Zelle 
122, 123

.  

 

Daher könnte die Kenntnis der ING1-Expression eine Voraussage über die relative Empfindlich-

keit einer Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und HDAC-Inhibitoren in der Therapie von 

Patienten mit GBM machen 
124

. 
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