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Kurzreferat

Maligne Tumoren sind die zweithaufigste Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland.
Bei der Entwicklung neuer Chemotherapeutika konnten mit Histondeacetylase-Inhibitoren
sehr vielversprechende Ergebnisse bei einer Vielzahl von Tumorentitdten erzielt werden, so
auch beim Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) und dem Plattenepithelkarzinom des
Osophagus, deren bisherige Therapieméglichkeiten unbefriedigend bleiben.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Moglichkeiten der Apoptoseinduktion in Tumorzellen
der Zelllinie TE-7 (Plattenepithelkarzinom des Osophagus) und der Zelllinie SEG-1 (NSCLC) mit-
tels der Behandlung mit dem Histondeacetylase-Inhibitor LBH589 (Panobinostat) in vitro. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Therapieeffizienz von LBH589 vom p53-Status der
Zelllinie abhangt. In der p53-Wildtyp Zelllinie SEG-1 kann dieses wichtige Regulatorprotein
p21‘”af1—abhéngig eine antiproliferative und antiapoptotische Stressantwort generieren. Ein
Apoptosenachweis gelingt bei dieser Zelllinie erst deutlich spater und in geringerem Umfang
als in der Zelllinie TE-7. Diese Zelllinie zeigt ein Funktionsverlust des p53-Gens, bedingt durch
Deletion. Hier kommt es unter der Behandlung mit LBH589 zunachst zu einer Kompensation
des p53 Verlustes lber die Aktivierung der Checkpointkinase 1 (Chk1), so dass eine antiprolife-
rative und antiapoptotische Stressantwort moglich wird. Parallel bewirkt LBH589 in der Zellli-
nie TE-7 eine gesteigerte proteasomale Degradation von Chk1, womit der Zelle zu einem spa-
teren Zeitpunkt auch dieser Kontrollmechanismus entzogen wird. Es kommt zu einer drasti-
schen Apoptoseinduktion, vermutlich Gber die mitotische Katastrophe. Die Ergebnisse weisen
darauf hin, dass sich LBH589 insbesondere in Tumoren mit einer p53-Mutation als ein potentes

Chemotherapeutikum erweisen kénnte.
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1 Einleitung
1 Einleitung

1.1 Epidemiologie von Krebserkrankungen

An Herz-Kreislauferkrankungen versterben in Deutschland mehr Menschen, als an Krebs. Je-
doch wirkt die Diagnose Krebs schockierender auf Betroffene, da sie mit Hoffnungslosigkeit
und Unheilbarkeit in Verbindung gebracht wird. Die aktuelle Datenlage spricht aber eine ande-
re Sprache. Verbesserungen bei Vorbeugung, Frilherkennung und in der Therapie haben dazu
beigetragen, dass die altersstandardisierte Krebssterblichkeit von 1980 bis 2006 um 20 % zu-
rick gegangen ist'. Dennoch, durch den Anstieg der Lebenserwartung in der Bundesrepublik
Deutschland kommt es insgesamt zu einer Zunahme an Krebserkrankungen und infolgedessen
auch Todesféllen. Im Jahr 2006 lebten ca. 1,4 Millionen Menschen mit einer Krebserkrankung
in Deutschland. Die Inzidenz fir 2006 ist mit 426.800 Erkrankungsféllen angegeben. Schatzun-
gen fur das Jahr 2010 gehen von einer Inzidenz von mind. 450.000 Krebserkrankungen aus’.
Das Prostatakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung bei Madnnern. Bei Frauen ist es mit
Abstand das Mammakarzinom. Bei beiden Geschlechtern liegt Darmkrebs auf Platz zwei und
Lungenkrebs auf Platz drei. In den letzten Jahren konnten die Uberlebensraten bei einigen
Krebserkrankungen, wie dem malignen Melanom oder dem Prostatakrebs, verbessert wer-
den?. Vielen Patienten mit Lungen- oder Osophaguskarzinom kénnen Arzte aber bis heute kei-
ne langere Uberlebenszeit oder Heilung in Aussicht stellen. Die gegenwirtigen Therapieoptio-
nen bei Karzinomen der Lunge und der Speiserdhre sind nicht zufriedenstellend. In den letzten
20 Jahren konnte sich die 5-Jahres-Uberlebensrate des Lungenkarzinoms von 13 % im Jahr
1990 auf nur 16 % im Jahr 2005 verbessern®* °. Die 5-Jahres-Uberlebensraten des
Osophaguskarzinoms sind seit den 80-er Jahren von 10% auf durchschnittlich 18 % gestiegen®.
Bei beiden Karzinomen Uberwiegen bei Erstdiagnose fortgeschrittene Tumorstadien, die durch

eine chirurgische Therapie meist nicht mehr kurativ behandelt werden kénnen®”.

Diese Daten verdeutlichen, dass Krebserkrankungen ein wichtiger Faktor im Gesundheitswe-
sen sind, und durch die alternde Bevélkerung auch in Zukunft bleiben werden. Sie stellen eine

grolle Herausforderung fiir die gesamte Gesellschaft und deren Finanzsysteme dar. Es missen
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weiterhin intensive Anstrengungen erfolgen um neue und effektivere Medikamente in der

Onkologie zu entwickeln.
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1.2 Apoptose im Kontext der Tumorforschung

Die homoostatische Kontrolle der Zellzahl gutartiger Zellpopulationen ist das Resultat einer
dynamischen Balance zwischen Zellproliferation und dem programmierten Zelltod. Unter
unphysiologischen Bedingungen, z. B. unter dem Einfluss von Noxen, sterben Zellen in der Re-
gel durch den Vorgang der Nekrose. Ein kontrolliertes Absterben, d. h. ein programmierter
Zelltod, wird dagegen durch Apoptose erreicht. Bei der Apoptose handelt es sich um einen
physiologischen und energieabhangigen Prozess, der es dem Organismus erlaubt, auf veran-
derte Lebensbedingungen zu reagieren®. Eine physiologische Aktivierung der Apoptose findet
zum Beispiel im Rahmen der Embryogenese statt, um ein unkontrolliertes Wachstum des Ge-
webes zu verhindern. Des Weiteren werden Zellen, die ein bestimmtes Alter erreicht haben,
durch Apoptose eliminiert’. Heute wird allgemein davon ausgegangen, dass Krebs unter ande-
rem durch eine unkontrollierte Proliferation von Zellen charakterisiert ist, die wiederum auf
einer Stérung des apoptotischen Gleichgewichts basiert'®. Umfangreiche Forschungen zur Re-
gulation der Apoptose in vivo und in vitro lassen generell den Riickschluss zu, dass Therapien,
die als Ansatzpunkt die gestorten apoptotischen Signaltransduktionswege haben, das Tumor-
wachstum hemmen oder sogar die TumorgréRe reduzieren kénnen''. AuRerdem ist eine funk-
tionierende Apoptosekaskade relevant fiir ein Ansprechen auf Strahlen- und konventionelle
Chemotherapie in der Behandlung von Tumoren. So werden Mutationen in Genen, die direkt
oder indirekt zu einem Verlust der Apoptosefédhigkeit fihren, fir einen geringen Behandlungs-
erfolg und damit fiir eine schlechte Prognose verantwortlich gemacht®. Daher muss es das Ziel
sein, neue Chemotherapeutika zu entwickeln, die genau an diesem Punkt ansetzen und Tu-
morzellen ihre Apopotosefdhigkeit zurlickgeben. Damit stellt die Induktion der Apoptose ein

vielversprechenden Ansatz in der onkologischen Therapie dar™.
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1.3 Histondeacteylase-Inhibitoren - neue therapeutische Werkzeuge in der
Onkologie

Lange Zeit galt der Grundsatz, dass die Entwicklung von Krebs auf eine grof3e Vielzahl von
strukturellen Verdanderungen am Genom, wie z. B. die Amplifikation, die Translokation, die

13-15

Deletion und die Punktmutation , zuruckzufiihren ist. Solche Modifikationen an der DNA-

Struktur flhren schlieBlich zur Aktivierung von Onkogenen und zur Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenen™ . Aber, die maligne Entartung von Zellen bleibt nicht nur auf die oben
genannten Ursachen beschrankt, vielmehr sind auch epigenetische Einfliisse von Bedeutung®®.
Hierbei definiert der Begriff der Epigenetik alle meiotisch und mitotisch vererbbaren Verande-
rungen in der Genexpression, die nicht in der DNA-Sequenz selbst kodiert sind*. Die gebrauch-
lichsten epigenetischen Mechanismen sind die DNA-Methylierung und die posttranslationale

Modifikation von Histonen®??

. In den letzten Jahren gab es einen enormen Zuwachs an Wis-
sen Uber den Zusammenhang von fehlerhafter Histon-Modifikation mit der Entstehung von
Krebs. Speziell die Acetylierung von Lysin-Seitenketten der Histone 3 und 4 wurde sehr gut
untersucht. Das Mal der Histon-Acetylierung ist abhdngig vom Gleichgewicht zwischen den
Histonacetyltransferasen (HAT) und den Histondeacetylasen (HDAC). Hierbei spielt das Aus-
mal der Histon-Acetylierung eine wichtige Rolle in der Organisation des Chromatins und der
Regulierung der Gentranskription®?>. Dabei fordert acetyliertes Lysin in Histon-Seitenketten
die Transkription von Genen, da es zu einer Offnung des Chromatins kommt. Die Deacetylie-
rung dagegen erhoht die Affinitdat zwischen den positiv geladenen Histonen und der negativ

geladenen DNA, was zu einer kompakten Chromatin-Struktur fihrt, wodurch die Gentranskrip-

tion gedrosselt wird, da der Zugang der Transkriptionsfaktoren eingeschrankt ist.
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Abb. 1.3: Chromatinstruktur in Abhédngigkeit des Acetylierungsstatus. Mit zunehmender Modifikation der
Chromatinstruktur kommt es zu einem fortschreitenden Verlust der Transkription. Dabei ist die Anderung durch

Acetylierung reversibel. Aus [Gallinari et al, 2007].

Zusatzlich ist die Histon-Acetylierung mit weiteren Regulationsmechanismen und Funktionen
des Genoms assoziiert. Zu nennen sind hier neben der Organisation des Chromatins, die DNA-

Reparatur und die Rekombination® %’

. Zusatzlich kdnnen die HDAC die Genexpression Uber
einen weiteren Weg regulieren. Sie interagieren als Bestandteil groSer Multiprotein-Komplexe
direkt mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wie z. B. E2f, STAT3, p53 oder das
Retinoblastom-Protein®®. AuRerdem sind HDAC auch fiir die Deacetylierung von Nicht-Histon
Proteinen verantwortlich, die wichtige Funktionen innerhalb der Zelle ibernehmen. Dadurch
bekommen HDAC letztendlich Einfluss auf elementare Bereiche der Zelle, wie Zellzyklus, Diffe-
renzierung und Apoptose®. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass ein Uber-
wiegen der HDAC-Aktivitat, resultierend in einer Hypoacetylierung der Zelle, mit der Entste-

3031 Dies bedeu-

hung von Krebs, seiner Invasions- und Metastasierungsfahigkeit assoziiert ist
tet, dass HDAC vielversprechende therapeutische Zielstrukturen in der Onkotherapie sind, was
zu einer mannigfaltigen Entwicklung von HDAC-Inhibitoren (HDACI) in der letzen Dekade ge-

fuhrt hat**34,
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1.3.1 Klassifikation der Histondeacetylase-Inhibitoren

Eine groRe heterogene Gruppe an Substanzen wurde entdeckt, die die Fahigkeit besitzen die
Histondeacetylasen zu hemmen®> . Hierbei handelt es sich bis auf wenige Ausnahmen um
Derivate der Hydroxamsaure, Carboxylate, Benzamide, elektrophile Ketone und zyklische Pep-
tide” %, Die Inhibitoren, die unspezifisch die HDAC-Klassen 1, 2 und 4 hemmen, wie z. B. Pa-
nobinostat (LBH589), Vorinostat (SAHA) und Trichostatin A, werden als Pan-HDACI bezeichnet.
Einige Substanzen, wie Valproat, Entinostat (MS-275) und Romidepsin (Depsipeptid), haben
eine hohere Affinitat zu den Klasse 1 HDAC. Der HDACI Tubacin hat als spezifisches Substrat die
HDAC 6>**2, Alle HDACI verfiigen tber dasselbe Pharmakophor. Dieses besteht aus einer Kap-
pe, einer Verbindungseinheit, einem Linker und einer Zink-Bindungsgruppe, welches das Kati-

on innerhalb der katalytischen Doméne der HDAC bindet®.

Tab. 1: Zielproteine von HDAC (Auswahl)

Funktion Protein Spezifische HDAC Referenzen
Strukturprotein a-Tubulin HDAC 6 o
Chaperon Hsp 90 HDAC 6 s
DNA-bindende nukleare Androgenrezeptor HDAC 1 46
Rezeptoren Glucorticoidrezeptor HDAC 2 47
Ostrogenrezeptor Nicht bekannt 8
SHP HDAC1,3,6 “9
DNA bindende Transkripti- p53 HDAC 1 20
onsfaktoren p73 Nicht bekannt >t
YY1 HDAC1, 2,3 >
MyoD HDAC 1 >3
E2F-1 HDAC 1 >
E2F-2 Nicht bekannt >0
E2F-3 Nicht bekannt >0
PLAG1, PLAG2 HDAC 7 >

Bcl-6
c-Myc
EKLF
Hif-1a

HDAC 2

Nicht bekannt
Nicht bekannt
Nicht bekannt

56
50
50
57
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58

Ko-Regulatoren der Trans- Rb Nicht bekannt

kription PGC-1a Klasse 3 HDAC >
DEK Nicht bekannt 00

Chromatin Umbau HMG-A1 Nicht bekannt o1
HMG-B1 Nicht bekannt o1
HMG-B2 Nicht bekannt o1
HMG-N2 Nicht bekannt 62
HMGI(Y) Nicht bekannt 62
SRI HDAC 3 6

Signalmediatoren Stat3 HDAC1, 2, 3 64
Smad7 HDAC 1-3,5, 6 6
B-Cathenin Nicht bekannt 66

DNA-Reperaturenzyme Ku70 Nicht bekannt &7
WRN Nicht bekannt 68

1.3.2 Zelluldre Effekte der Histondeacetylase-Inhibitoren

Die Wirkweise der HDACI ist hoch komplex und weiterhin nicht vollstandig verstanden. Durch
ihre Fahigkeit den Acetylierungsstatus von Histonen und Nicht-Histon Proteinen zu andern
haben HDACI verschiedenste biologische Effekte. Es werden Proteine beeinflusst, die an der
Regulierung der Genexpression, am extrinsischen und intrinsischen Weg der Apoptose, an der
Zellzyklus Progression, am Redox-Signalweg, der Mitose, der DNA-Reparatur, der Zellmigration
und der Angiogenese beteiligt sind®® ®7’.  AuBerdem verfigen HDACI (iber

7879 7usitz-

immunmodulatorische Aktivitdten, die ebenfalls fiir anti-tumordse Effekte sorgen
lich fihren HDACI zu einer Abtdtung von Tumorzellen, unabhangig davon, ob diese proliferie-
ren oder sich in einer Ruhephase des Zellzyklus befinden. Dies ist ein Gegensatz zu vielen her-
kommlichen Tumormedikamenten, die auf eine Proliferation der Zellen angewiesen sind, um

effektiv wirken zu kdnnen®.
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Growth Arrest ; . Anti-anglogenesis
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Abb. 1.4 Ansatzpunkte der Histondeacetylase-Inhibitoren. Zink-abhdngige HDAC-Inhibitoren kénnen in Tumorzel-

len Zellzyklusarrest und Zelltod tber verschiedene Signalwege bewirken. Aus [Marks et al, 2009]

Verschiedene Studien ergaben, dass zwischen 2-20 % der exprimierten Gene in ihrer Transkrip-
tion beeinflussbar sind, wenn die Zellen mit HDACI behandelt werden. Dabei ist das Verhaltnis
von Genen, die aktiviert werden, zu denjenigen, die supprimiert werden, etwa 1:1°> 7> /. Die
Anzahl und die Art der Gene, deren Transkription durch eine HDACI-Behandlung beeinflusst
wird, sind abhangig von der Inkubationsdauer, den spezifischen Eigenschaften des jeweiligen
Inhibitors und der verwendeten Zelllinie. Einige Veranderungen in der Genexpression scheinen
auf direkte Effekte von HDACI an Promotern und Transkriptionsfaktoren hinzuweisen, wahrend
andere Veranderungen in der Genexpression durch die Beeinflussung von nachgeschalteten
Signalwegen zu Stande kommen®. Ein weiterer Mechanismus sind Anderungen in der Anord-

nung von Transkriptionsfaktor-Komplexen®.

HDACI induzieren einen Zellzyklusarrest in normalen Zellen sowie in Tumorzellen. Niedrige

Konzentrationen eines HDACI fiihren hauptsachlich zu einem G1-Arrest, wahrend hohe Kon-
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zentrationen einen G1- und einen G2/M-Arrest bewirken” &

. Die Zunahme von Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDK) und die gleichzeitige Abnahme von Cyclinen durch HDACI wirken
synergistisch hinsichtlich einer sinkenden CDK-Aktivitdt und induzieren einen G1- und G2-
Arrest®™ 7. Das Gen fir den CDK-Inhibitor p21*2™ ist eines der hiufigsten Gene, welches durch
HDACI verstarkt exprimiert wird. Dies erfolgt p53-unabhédngig und korreliert mit den Verande-

wafl

rungen an Proteinen, die mit dem p21™ ' -Promoter assoziiert sind, wie die vermehrte Acety-

lierung von Histonen und eine nachweisbare Abnahme der HDAC 1 am Promoter unter rekru-
tieren der RNA-Polymerase 112,

HDACI kbdnnen den extrinsischen und den intrinsischen Weg der Apoptose ausldsen. Sie flihren
zu einer erhohten Produktion der sogenannten Todesrezeptoren und ihrer Liganden in vivo
und in vitro, in Tumor-, aber nicht in normalen Zellen. HDACI bewirken also eine Zunahme,
bzw. eine Induktion der Expression von Fas und Fas-Ligand, TRAIL und seinem Rezeptor DR-5
und TNF-0®?®’. Der intrinsische Weg der Apoptose wird als einer der Hauptmechanismen fiir
den durch HDACI induzierten Zelltod angesehen. Die Apoptose wird zum einen durch die Frei-
setzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien aktiviert, zum anderen durch die Aktivierung
der Caspase 9. HDACI kdnnen die Synthese von pro-apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie,
wie z. B. Bim und Bax, steigern, wahrend die Synthese der anti-apoptotisch wirksamen Protei-
ne, wie Bcl-2 und Bcl-X, gedrosselt wird® 7> 8 Die Uberexpression von Bcl-2 kann die HDACI
induzierte Apoptose abwenden und stellt somit einen Resistenzmechanismus gegeniiber der

Wirkung von HDACI dar®.

Durch das Auslosen von Defekten innerhalb der Mitose kénnen HDACI in Tumorzellen den
Zelltod induzieren. Die erhéhte Rate von Acetylierungen an Histonen fihrt zu Stérungen an der
Struktur und der Funktion der Zentromerregion und am perizentrischen Heterochromatin®.
AuBerdem kommt es durch die HDACI-Wirkung zur Degradation von zwei wichtigen Se-
rin/Threonin-Kinasen, Aurora A und B und Survivin, welches eine duale Rolle in der Apoptose

und in der Mitose inne hat®® !

. Insgesamt zeigen Zellen unter einer HDACI-Behandlung einen
transienten Arrest in der Prometaphase, gefolgt von einer anormalen Mitose mit Phanome-
nen, wie Missegregation und Chromosomenverlust, was wiederrum im Zelltod durch Apoptose

oder in der sogenannten mitotischen Katastrophe endet’>.
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Unter der Behandlung mit Vorinostat, Trichostatin A oder Entinostat kommt es in Tumorzellen
zu einer Akkumulierung von sogenannten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)®" ®2. HDACI fiihren
zu einer erhohten Expression des TBP-2 Gens. TBP-2 bindet und inhibiert Thioredoxin, wo-
durch ROS in Tumorzellen akkumulieren kénnen, nicht jedoch in normalen Zellen®'. Dies kénn-
te bedeutend fir den HDACI-induzierten Zelltod sein. ROS-Radikalfanger wie das N-

Acetylcystein konnen die Wirkung der HDACI abschwachen.

Die Inhibition der HDAC 6 unterbricht den Aggresom-Signalweg. Die HDAC 6 ist ein Bestandteil
des Aggresoms, einer zelluldren Formation, die missgefaltete Proteine aggregiert, wenn die
normalen Abbauwege dieser Proteine beeintrachtigt oder Gberfordert sind. Die HDAC 6 bindet
mono- und polyubiquinierte Proteine. AuBerdem bindet sie p150, einen Bestandteil des
Dynein-Motorkomplexes, und agiert dadurch als Briicke zwischen dem Dynein-Motor und den
ubiquinylierten Proteinen, was die Bildung des Aggresoms ermoglicht. Somit werden durch
eine Blockade der HDAC6 Zellen empfindlicher gegeniiber Stress, der durch anfallende
missgefaltete Proteine zu Stande kommt. Dem folgend kann der Zelltod ausgeldst werden®.
Diese Mechanismen zeigen, dass die Kombination von HDACI mit Proteasom-Inhibitoren the-

rapeutisch in der Onkologie genutzt werden kénnte.

Tumorbedingte Angiogenese kann in vitro und in vivo durch HDACI geblockt werden, indem es
zu einer Suppression von pro-angiogenetischen Faktoren, wie HIF-1a und VEGF, kommt. Die
Funktion des HIF-1a kann durch die HDACI auf verschiedene Weise gestort werden. Zum einen
wird durch eine Acetylierung des HIF-1a am Lysin 532 seine Degradation initiiert. HIF-1a bin-
det an HSP90, HDACI storen aber seine Chaperon-Funktion, wodurch HIF-1a der proteosoma-
len Degradation zugefiihrt werden kann®” ®* **. AuRerdem kénnen HDACI die Angiogenese
unterbinden, indem sie endotheliale Zellen daran hindern, auf den angiogenen Stimulus zu
reagieren, der durch VEGF in den Zellen ausgel6st wird®® ® 7. Diese Beobachtungen unterstiit-

zen die Verwendung von HDACI in Kombination mit VEGF-Inhibitoren in der Onkologie.

1.3.3 Stand der klinischen Entwicklung
Die klinische Entwicklung von Histondeacetylase-Inhibitoren ist ein grofRes und aktives Feld in

71,72, 95

der Forschung . Laut der Daten des National Institute of Health der U.S.A. wurden insge-

samt 137 klinische Studien mit Gber 15 strukturell verschiedenen HDACI durchgefiihrt
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[www.clinicaltrials.gov]. Es werden die Wirkungen von HDACI als Monotherapeutikum und in
Kombinationstherapien geprift. Eine grolRe Vielzahl an hdmatologischen und soliden Tumor-
entitdten werden dabei untersucht, wie z. B. Chronische Lymphatische Leukdmie (CML), Hodg-
kin Lymphom, B-Zell Lymphom, Hirntumore, Melanome, Lungenkrebs, Osophaguskarzinom,
hepatische Malignome, Ovarialkarzinom, Nierenzellkarzinom, und andere®®*®. Als erster HDACI
wurde Vorinostat 2006 von der Food and Drug Administration fiir die klinische Behandlung des
fortgeschrittenen kutanen T-Zell Lymphoms zugelassen® *®. Im November 2009 folgte die
Zulassung fur Istodax (Romidepsin), ebenfalls fiir die Behandlung des kutanen T-Zell Lym-

191 "Ein vielversprechender Marker dafiir, dass eine biologisch aktive Dosis in vivo er-

phoms
reicht wurde, ist die Akkumulation von acetylierten Histonen in mononukledren Zellen des
peripheren Blutes. Es findet sich dabei aber kein Zusammenhang zur klinischen Effektivitat. Die
bisher beobachteten Nebenwirkungen beinhalten Ubelkeit, Dehydratation, Diarrhd, Fatigue
und Thrombozytopenie. Mit dem Ende der Medikamentenapplikation sind die Nebenwirkun-
gen allesamt reversibel'®. In den Jahren 2008 bis 2010 kam es allein in den U.S.A. zur Anmel-

dung von 100 Patenten, die mit der Entwicklung von neuen, bzw. der Modifikation von be-

kannten HDACI im Zusammenhang stehen ',

1.3.4 LBH589 — Panobinostat

Unter den in grofRer Anzahl entwickelten HDACI der letzen Dekade ist Panobinostat (LBH589,
Novartis Pharmaceuticals) ein vielversprechender Vertreter seiner Substanzklasse. Er wurde
bereits an vielen verschiedenen Tumorentitdten erprobt, so dass Gber LBH589 bereits viele
Daten Uber Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und Dosisfindung gesammelt wurden'®.
LBH589 ist ein Derivat der Hydroxamsadure und ein sogenannter Pan-HDACI, da er die HDAC-
Klassen 1, 2 und 4 suffizient inhibiert. Bei Zellen des kutanen T-Zell-Karzinom , der chronischen
myeloischen Leukdamie (CML), der akuten myeloischen Leukdmie (AML), des Hodgkin-
Lymphoms, bei Brust-, Prostata-, Kolon- und Pankreaskarzinom-Zelllinien konnte durch die
Behandlung mit Panobinostat eine zytotoxische Wirkung und eine Wachstumsinhibition nach-
gewiesen werden'®. In praklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass LBH589 in nanomo-

106,107 "Fin zusatzlicher Vorteil

laren Konzentrationen sehr gute anti-tumorigene Effekte zeigte
ist die minimale toxische Wirkung auf normale Zellen’®. Im Vergleich zu anderen HDAC-

Inhibitoren verfiigt Panobinostat tber eine héhere Wirksamkeit in Bezug auf Proliferation und

11
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Vitalitat von Karzinomzellen. In der kolorektalen Karzinomzelllinie HCT116, der Mammakarzi-
nom-Zelllinie BT474 und der kutanen T-Zell Lymphom-Zelllinie HH werden Zellproliferation und
Viabilitdat durch Panobinostat in nanomolaren Konzentrationen inhibiert, die 100-fach geringer

sind als die Konzentrationen von Vorinostat und MGCD0103*%**,

Tab. 2 Effekt von Panobinostat auf die Vitalitdt von Krebszellen im Vergleich zu Vorinostat

und MGCDO0103.

Panobinostat Vorinostat MGCDO0103
ICso LDso ICso LDso I Cso LDso
[nM] [nM] [nM] [nM] [nM] [nM]
HH 1,8 8,3 647 1497 244,5 677,5
HCT 116 7,1 51,7 1040 3660 419,8 1411
BT 474 2,6 22,4 1152 5195 702,5 1335

HH entspricht einer kutanen T-Zell Lymphom-Zelllinie, BT474 einer Mammakarzinom-Zelllinie und HCT116 einer
kolorektalen Karzinomzelllinie. Die ICs, ist die mittlere inhibitorische Konzentration, LCs, die mittlere letale Konzent-

ration. Moifiziert nach Atadja, 2009

In den Zelllinien PC9 und A549 des Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC) zeigt Panobi-
nostat ebenfalls gute antiproliferative und proapoptotische Effekte. In dieser Studie zeigen sich
eine Herunterregulation der Chk1-Expression und eine damit verbundene Apoptoseinduktion
v. a. Uber den Weg der mitotischen Katastrophe. Desweiteren stellt sich heraus, dass die Ab-
nahme der Chkl-Proteinkonzentration sehr viel genauer mit dem AusmaR der Zytotoxizitat
korreliert als die Histon-Hyperacetylierung. Dies gilt nicht nur fir die Zelllinien sondern auch ex
vivo flir NSCLC-Zellen, die von Patienten gewonnen wurde. Damit kénnte das Ausmal} der
Chk1-Repression ein klinisch relevanter Marker fur die pharmakodynamische Effektivitat des

HDACI Panobinostat sein*.

12
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Panobinostat H

Abb. 1.5 Strukturformel von Panobinostat (LBH589)

Neben der nachgewiesenen guten Wirksamkeit beim kutanen T-Zell-Lymphom zeigt Panobi-
nostat sehr vielversprechende klinische Effekte bei weiteren hamatologischen Krebserkran-
kungen, wobei hier besonders das Hodgkin-Lymphom zu nennen ist. Eine klinische Phase-II-
Studie untersuchte 2010 die Wirkung einer oralen Panobinostat Medikation bei rezidiviertem
und/oder refraktarem Hodgkin-Lymphom bei Patienten, die bereits eine autologe Stammzell-
Transplantation erhalten hatten. In dieser Studie erreichten 82 % (n=106) der Patienten eine
stabile Phase der Erkrankung und 74 % (n=96) erreichten eine Tumorregression lber ein me-
dianes Follow-up von 9,6 Monaten. Eine partielle oder komplette Regression, der primare
Endpunkt der Studie, erfolgte bei 27 % (n=35) der Patienten. Dabei betrug die mediane pro-
gressionsfreie Zeit 10,5 Monate 3. Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse sind einige
Phase-IlI-Studien mit Panobinostat in Arbeit. Neben der weiteren Analyse der Therapieeffizienz
von Panobinostat beim Hodgkin-Lymphom wird dessen Wirksamkeit auBerdem beim Multip-
len Myelom untersucht. Alleine an dem U. S. National Institutes of Health
[www.clinicaltrials.gov] sind 74 klinische Studien, die die Wirksamkeit von Panobinostat an den
unterschiedlichsten Tumorentitdten untersuchen, angemeldet. Die meisten von ihnen befin-
den sich in Phase | und Il der klinischen Entwicklung. Es bleibt abzuwarten, ob sich die bisheri-
gen klinischen Erfolge von Panobinostat in Zukunft weiterfiihren lassen und welche Tumorenti-

taten letztendlich am besten auf diesen HDACI ansprechen.

1.4 Checkpointkinase 1 — Signaltransduktion und Interaktionspartner

Der Zellzyklus ist ein elementarer Prozess der Zelle, der durch viele regulatorische Kaskaden
stetig Uberwacht und kontrolliert wird. Eine wichtige Komponente dieses Kontrollsystems sind
die verschiedenen Kontrollpunkte, auch Checkpoints genannt. Kommt es zu einer Dysfunktion

dieser Checkpoints, ist dies als pathologisches Kennzeichen fiir eine neoplastische Entwicklung

13



1 Einleitung

zu werten'*. Im Besonderen Interesse dieser Arbeit liegt die Checkpointkinase 1 (Chk1), eine
Serin/Threonin-Kinase mit einem Molekulargewicht von 54 kDa. Im Unterschied zur Check-
pointkinase 2 ist die Checkpointkinase 1 essentiell. Chkl-defiziente Mause sterben in der fri-

hen embryonalen Entwicklung, im Gegensatz zu lebensfahigen Chk2-defizienten Mausen*®.

Vor allem fir die Regulierung der S- und G,/M-Checkpoints wird Chkl exprimiert'®. Selbst
wird Chk1 durch einige verschiedene Mechanismen reguliert. Die Aktivierung durch Phospho-
rylierung an den Serin-Resten 317 und 345 erfolgt durch die Gbergeordneten Sensor-Molekile

ATR und ATM als Reaktion auf DNA-Schaden®!” %, Dabei ist Chk1 das bevorzugte Substrat von

119-121

ATR und Chk2 von ATM, eine Koaktivierung wird diskutiert . Auf transkriptioneller Ebene

wafl

reguliert p53 die Chkl-Expression herunter, zum einen in Abhangigkeit von p21™®" und dem

Retinoblastoma Protein, zum anderen (iber eine direkte DNA-Bindung?* %,

Die Phosphorylierung einer Fiille von Effektormolekiilen wird durch Chkl bewirkt. Dadurch
werden Bereiche der Zelle beeinflusst, die alle im Zusammenhang mit den Reparaturmecha-
nismen nach erfolgter DNA-Schadigung stehen, wie Zellzyklus, DNA-Reparatur, Apoptose und

117, 124-126

Chromatin Remodeling . Durch eine Phosphorylierung von p53, v. a. am Serin-Rest 20,

kommt es zu einer Auflosung der p53-Hdm-2 Interaktion und damit zur Stabilisierung von p53

in Abhangigkeit von Stresssignalen'?’"?

. Dadurch kommt es zu einem negativen Feedback-
Mechanismus, der nach erfolgter DNA-Reparatur durch die p53 vermittelte Chk1-Repression

dafiir sorgt, dass eine Fortsetzung des Zellzyklus nach G,-Arrest moglich wird™?.

Die Phosphatase Cdc25A sorgt lber das Entfernen der inhibitorischen Phosphatgruppen am
Threonin-Rest 14 und 15 des Cdk2-Molekiils fiir eine Cyclin abhdngige Aktivierung von Cdc2

und somit fiir eine Progression im Zellzyklus™°

. Kommt es jedoch zu einer Aktivierung von Chk1l
wird Cdc25A durch diese Kinase am Serin 216 phosphoryliert und somit inaktiviert. Zum einen
geschieht dies liber einen verstarkten proteasomalen Abbau, zum anderen kann das 14-3-3-

Protein nun Cdc25 binden, wodurch es zusatzlich in seiner Aktivitat eingeschrankt wird?2133 |

n
einem ungestorten Zellzyklus ist konstitutiv gebildetes Chk1 fiir einen geringen Grundumsatz
fir Cdc25A verantwortlich™*. Bei einsetzendem genotoxischen Stress, fiihrt die Chk1 abhangi-

ge Destabilisierung von Cdc25A zu einer Verzogerung des Zellzyklus. Die Zelle bekommt da-
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durch Zeit entstandene Schaden an der DNA zu beheben und somit die genomische Integritat

zu bewahren**,

Der S-Phase-Checkpoint registriert v. a. strukturelle DNA-Schaden, wie Doppelstrangbriiche
und Stoérungen innerhalb der Replikationsgabel; Abnormalitdaten, die u. a. durch ionisierende
Strahlung verursacht werden und die Integritdt des Genoms gefdhrden. Der Signalweg ist

ebenfalls Chk1-Cdc25A-vermittelt™.

Am G,-M-Checkpoint wird in Anwesenheit von DNA-Schaden der Eintritt in die Mitose verhin-
dert™®. Die Schliisselfunktion hat dabei der Komplex aus Cyclin B/Cdc2 inne. Die Aktivierung
dieses Komplexes und damit der Eintritt in die Mitose bendtigt, wie bereits beschrieben, die
Entfernung von zwei spezifischen Phosphatgruppen durch Cdc25A oder Cdc25C. Auch an die-
sem Punkt greift Chk1l durch die Phosphorylierung der Cdc25-Kinasen regulierend ein. Zur Auf-

137 Es konnte

rechterhaltung des G,-M-Checkpoints ist die Anwesenheit von p53 notwendig
gezeigt werden, dass ein AuBerkraftsetzen des G,-M-Checkpoints Uber die Inhibition von Chk1l
Zellen mit einem Verlust der p53-Funktion sensitiver auf Chemotherapeutika ansprechen, im

Vergleich zu Zellen mit normaler p53-Funktion®®13°,

Bei den meisten Tumorzellen ist ein defekter G1-S-Checkpoint vorhanden, der zu einem Selek-
tionsvorteil fihrt. Dadurch sind sie aber unter genotoxischem Stress, der die Integritdt des
Genoms gefahrden kann, vermehrt abhdngig von einem funktionierenden G2-Checkpoint.
Kommt es nun unter Gabe von DNA-schadigenden Substanzen zu einer Hemmung des G2-
Checkpoints, kann dies zur sogenannten mitotischen Katastrophe und somit zum Zelltod fiih-
ren™® ' Da Chk1 fur die Aufrechterhaltung des G2-Checkpoints unter DNA-Schiden verant-
wortlich ist, bietet die Hemmung von Chk1 durch Wegfall des G2-Checkpoints die Moglichkeit,
dass durch Radiatio oder Chemotherapie induzierte DNA-Schaden akkumulieren kénnen und
damit den Zelltod der Tumorzellen induzieren. Somit stellen Chkl1-Inhibitoren einen vielver-
sprechenden Ansatz in der Tumortherapie dar, um die Wirkung von radio- oder chemothera-

peutischer MaBnahmen zu steigern®? 4% 143,
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1.5 Fragestellung

Dank groRRer Fortschritte in der molekularbiologischen Grundlagenforschung gibt es ein immer
grolRer werdendes Wissen (iber die molekularen Abldufe in Tumorzellen. Dieses Wissen wird
firr die Entwicklung von neuen Medikamenten in der Onkologie genutzt. Ein Beispiel ist hier die
Entwicklung von Histondeacetylase-Inhibitoren. Diese neuartige Wirkstoffgruppe hat in ver-
schiedenen Studien bisher vielversprechende antitumordse Effekte in Zellen des Nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC) und des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus ge-

. 234,112,144, 145
zeigt .

Die vorliegende Arbeit untersucht die Moglichkeiten der Apoptoseinduktion in Zellen der Zell-
linie TE-7 (Plattenepithelkarzinom des Osophagus) und der Zelllinie SEG-1 (NSCLC) mittels der
Behandlung mit dem Histondeacetylase-Inhibitor LBH589. Speziell wird hierbei der Focus auf
den unterschiedlichen p53-Status der beiden Zelllinien gelegt, da in bis zu 50 % der Tumoren
das p53-Gen mutiert ist und daraus ein verandertes Ansprechen auf Chemotherapeutika resul-
tiert'*. Der Zelllinie TE-7 fehlt ein funktionierendes p53-Tumorsuppressorgen, wihrend bei
SEG-1 der p53-Wildtyp gebildet wird. Desweiteren soll mit dieser Arbeit die Bedeutung der
Checkpointkinase 1 bei der Apoptoseinduktion durch LBH589 untersucht werden. Daflir wur-
den verschiedene molekularbiologische Methoden, wie Western Blot, Durchflusszytometrie
(Apoptosedetektion mittels Annexin-V, Zellzyklusanalyse), Real-Time PCR u. a. verwendet. Die
Checkpointkinase 1 fiihrt zu einem zeitweiligen Zellzyklusarrest, damit eine Reparatur von
Schaden an der DNA erfolgreich stattfinden kann. Hierdurch kénnen Tumorzellen der Akkumu-
lierung von DNA-Schdden und damit letztendlich der mitotischen Katastrophe entgehen. Be-
sonders in p53'/'-ZeIIen verhindert die Aktivierung von Chk1 unter der Behandlung mit Chemo-
therapeutika den erhofften Zelltod der Tumorzellen'*. Die Induktion von Mangeln in der
Checkpoint-Maschinerie und damit die Auslosung einer mitotischen Katastrophe ist ein viel-
versprechender Ansatz in der Tumortherapie*. Daher wird in dieser Arbeit ebenfalls die Aus-

wirkung von LBH589 auf den Zellzyklus der Zelllinien TE-7 und SEG-1 untersucht.
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2 Material

Gerate/Verbrauchsmaterial Hersteller
Agarosegelkammer BioRad
Bio Photometer Eppendorf
Blotting Chamber Mini Protean Il BioRad
CO, Air-Jacketed Incubator Nuaire

Coulter-Partielle Count & Size Analyzer
DNA Engine Peltier Thermal Cycler 200
Eppendorfréhrchen 0,5-2 ml

FACS DIVA

Falkon Tubes

GeneGnome

Hamozytometer

LightCycler 2.0

MRX Revelation microplate reader
Multiphor Il Elektrophoresekammer
Nitrocellulose-Membran

Petrischale 90 mm

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetus-akku
Programmable Thermal Controller 100

Beckmann Coulter

MJ Research

Eppendorf

BD Biosciences

Greiner Bio-One
Syngene Bio Imaging
Neubauer Zahlkammer
Roche Diagnostics
DYNEX Technologies
Pharmacia

Whatman, Schleicher & Schuell
Corning Incorporated
Eppendorf

Hirschmann Laborgerate
MJ Research

Rocking Platform VWR
Sicherheitswerkbank HERAsafe Heraeus
Spritzenfilter steril Carl Roth GmbH
Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus
Ultraschall-Desintegrator Sonoplus HD 70 Bandelin Electronic
Variomag Electronic Riihrer Monotherm
Vortex reaxtop Heidolph
Waage Satorius
Wasserbad GFL
Zellkulturflasche 75 cm? TPP AG
Zellkulturplatte 96-well, 6-well TPP AG
Zellschaber, steril TPP AG
Zentrifuge 5403 Eppendorf
Chemikalien/Reagenzien Hersteller

Acrylamid
APS
Bisacrylamid
BSA

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
BioRad

Carl Roth GmbH



Chloroform
Cycloheximid
DMEM
DMSO

DTT

Ethanol 96 %
FCS

Glycin

Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Substrate

Isopropanol 100 %
Kaliumchlorid

LBH589

L-Glutamin 200nM
Methanol

MG-132

Milchpulver

MTT-Salz

PBS
Penicillin/Streptomycin
PMSF

Ponceau S
Protease-Inhibitor-Coktail Set IlI
Restore Western Blot Stripping Buffer
SDS

TEMED

Tris Base

Trizol
Trypanblaulésung 0,4 %
Trypsin-EDTA

Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
PAA Laboratories GmbH
PAN Biotech GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Carl Roth GmbH

PAN Biotech GmbH

Carl Roth GmbH

Millipore

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Novartis GmbH

PAA Laboratories
Carl Roth GmbH
Calbiochem

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Carl Roth GmbH
PAA Laboratories
Sigma-Aldrich GmbH
Carl Roth GmbH
Calbiochem

Thermo Scientific
Serva Electrophoresis GmbH
Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Invitrogen Corporation
Sigma-Aldrich GmbH
PAN Biotech GmbH

2 Material

Tween 20 Carl Roth GmbH
Urea Merck
Puffer/Losungen Zusammensetzung
PBS (1x) 137 mM Nacl

2,6 mM KCl

10 mM Na,HPO,

1,8 mM KH,PO,

In Aqua dest, pH 7,4
TBS (1x) 1 M Tris

5 M NacCl
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Protein-Lysispuffer

Sammelgelpuffer

Trenngelpuffer

Laufpuffer SDS-PAGE (5x)

Laufpuffer SDS-PAGE (1x)

Transferpuffer

Proben-Ladepuffer (5x)

Proben-Ladepuffer (2x)

Ponceau S Lésung

Waschpuffer (TBST)
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4 M Urea

0,5 % SDS

62,5 mM Tris, pH 6,8

1 Spatelspitze Bromphenolblau
Vor Gebrauch Zugabe von:
Protease-Inhibitor-Cocktail-Set IlI
1 mM PMSF

1,875 M Tris-Base
0,5 % SDS
pH 6,8 in Aqua dest.

1,875 M Tris-Base
1 % SDS
pH 8,8 in Aqua dest.

0,25 M Tris-Base

1,95 M Glycin

1 % SDS

In Aqua dest.

Verdiinnung 1:5 in Aqua dest.

25 mM Tris-Base
192 mM Glycin

16 % Methanol

pH 8,3 in Aqua dest.

4 M Urea

62,5 mM Tris-Base

10 % SDS

20% DTT

1 Spatelspitze Bromphenolblau
In Aqua dest.

4 M Urea

62,5 mM Tris-Base

2 % SDS

1 Spatelspitze Bromphenolblau
In Aqua dest.

50 ml 3 %ige Essigsaure
300 pl Ponceau SL

TBS (1x)

2 Material



Blockingpuffer (5 %)

0,1 % Tween 20
1 M Tris-Base pH 8
5 M Nacl

TBST
5 % Magermilchpulver

2 Material

MTT-L6sung 5 mg MTT-Salz
1 ml PBS
Gele flir SDS-PAGE Zusammensetzung
Sammelgel (5 %) Aqua dest. 6,33ml
30 % Acrylamid 1,65 ml
Samelgelpuffer 2 ml
10 % APS 75 ul
TEMED 8 ul
Trenngel (10 %) Agua dest. 4,67 ml
30 % Acrylamid 3,33 ml
Trenngelpuffer 2 ml
10 % APS 75 ul
TEMED 8 ul
Trenngel (12 %) Aqua dest. 3,93 ml
30 % Acrylamid 3,93 ml
Trenngelpuffer 2 mi
10 % APS 75 pl
TEMED 8 ul
Kitsystem Hersteller
D. Protein Assay Kit BioRad

Reverse Transkriptase System Kit
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe

Promega Corporation
Roche Diagnostics

Priméarantikorper/Proteinstandard Hersteller
Anti-Acetyl-Histone 3, rabbit, polyclonal Upstate
Anti-Acetyl-Histone 4, rabbit, polyclonal Upstate
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Anti-R-Actin, mouse, monoclonal
Anti-Bcl2, rabbit, polyclonal

Anti-Bid, rabbit, polyclonal
Anti-Caspase 3, rabbit, polyclonal
Anti-Caspase 8, mouse, monoclonal
Anti-Caspase 9, rabbit, polyclonal
Anti-Chk1, mouse, monoclonal
Anti—p21‘”af1, mouse, monoclonal
Anti-p53, mouse, monoclonal
Anti-phospho-Chk1 (Ser 317), rabbit, polyclonal
Anti-phospho-Histon H2A.X (Ser 139),
mouse, monoclonal
Anti-phospho-Histon H3 (Ser 10), rabbit,
Polyclonal

Protein-Leiter, biotinyliert

Sigma-Aldrich GmbH

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Calbiochem

Novus Biologicals

Upstate

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology

2 Material

Sekundarantikorper

Hersteller

Anti-Biotin (HRP konjugiert)
Goat-anti-mouse (HRP konjugiert)
Goat-anti-rabbit (HRP konjugiert)

Cell Signaling Technology
Pierce Biotechnology
Thermo Scientific

Sequenzen (5’-3’) der Primer/Hybridisierungssonden Gen

Fw TGT TGG ATG GGG ATA AC
Rev AAA CAT CAACTGGTTCTG C
GTT CAA CAA ACG CTC ACG ATT ATT-FL

LC Red640-TAC CGA AAT ACT GTT GCC AAG CC-Ph

Fw CCA GCA GAG AAT GGA AAG TC
Rev GAT GCT GCT TACATG TCT CG
TTCTTC AGT AAG TCA ACT TCA ATG TCG GA-FL

Checkpointkinase 1

32-Micro-Globulin

LC Red640-ATG AAA CCC AGA CAC ATA GCA ATT CAG-Ph
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3 Methoden

3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zelllinien

Fiir diese Studie wurde zum einen die humane 6sophageale Plattenepithelkarzinom-Zelllinie
TE-7 verwendet. Dies ist eine gering differenzierte Plattenepithelkarzinom-Zelllinie, mit einer
Mutation im p53 Gen. Sie wurde von Herrn Professor El-Rifai von der Vanderbilt University zur
Verfligung gestellt. Zum anderen wurde die Zelllinie SEG-1 verwendet. Sie ist eine Zelllinie des
Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC), welche den p53 Wildtyp besitzt. Sie stammt von
Herrn Professor Beer von der University of Michigan. Beide Zelllinien wachsen adharent. Die
Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit. Fiir die Zell-
linie SEG-1 wurde dem Kulturmedium DMEM 10 % fetales Kalberserum, 1 % Penicil-
lin/Streptomycin und 1 % L-Glutamin zugesetzt. Bei der Zelllinie TE-7 wurde das Kulturmedium

DMEM zusatzlich mit 10 % fetalem Kalberserum und 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt.

3.1.2 Zellzucht und Zellpassagierung

Um die Zelllinien in Kultur zu nehmen wurde eine kryokonservierte Probe der Zellen im Was-
serbad erwdarmt und sofort nach dem Auftauen mit 20 ml erwdarmten Nahrmedium in eine 75
cm? Zellkulturflasche pipettiert. Die Zellen inkubierten fiir maximal 24 h unter den bereits be-
schriebenen Bedingungen im Brutschrank. Danach wurde das Medium entfernt, die Zellen mit
PBS gewaschen und die Zellkulturflasche mit frischem Kulturmedium versetzt. Die Inkubation

im Brutschrank wurde fortgesetzt. Das Kulturmedium wurde alle zwei bis drei Tage erneuert.

Wurde eine Konfluenz von 80 % erreicht, konnten die Zellen umgesetzt werden. Dafiir wurde
das alte Medium entfernt und die Zellen mit 10 ml erwdarmten PBS gewaschen, um dann fiir 1
min trypsinisiert zu werden. Nach 5 min (Zelllinie SEG-1), bzw. 10 min (Zelllinie TE-7) Inkubati-
on im Brutschrank, wurden die Zellen mit 10 ml erwarmten Kulturmedium vom Boden der
Zellkulturflasche vorsichtig abgespiilt und in ein 50 ml ReaktionsgefaR tberfihrt. Die Zellzahl
wurde mit Hilfe des Zellcounters ermittelt. Fiir die weitere Kultivierung wurde eine entspre-

chende Anzahl von Zellen in neue Zellkulturflaschen mit 20 ml frischem und 37 °C warmem
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Kulturmedium gegeben. Fiir die einzelnen Versuche wurden die Zellen, z. B. auf 10ner Platten,

mit einer Zellzahl von 1,1 x 10° (TE-7) und 1,5 x 10° (SEG-1) ausgesit.

3.1.3 Zellbehandlung

3.1.3.1 HDAC-Inhibitor LBH589

Anfanglich wurden die Zellen auf einer 96-well-Platte ausgesat. TE-7 mit einer Zellzahl von 7,5
x 10°, SEG-1 mit 1 x 10* pro Kavitit. Die Zellen wurden 24 h nach dem Aussden mit den Kon-
zentrationen 0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,5uM und 1 puM des HDAC-Inhibitor LBH589 fiir 6 h,
24 h und 48 h behandelt. Dies war notig um eine geeignete Konzentration dieser Substanz fiir
die weiteren Versuche mit Hilfe eines Cytotoxizitatstest zu ermitteln. Daflir wurde zuerst das
alte Medium verworfen und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 200 pl fri-
sches Medium mit der jeweiligen LBH589-Konzentration zugegeben und die Platten fiir die
entsprechenden Zeitrdume inkubiert. Die Cytotoxizitdt wurde mit Hilfe des MTT-Assays be-

stimmt.

Nachdem 0,05 uM LBH589 als optimale Behandlungskonzentration ermittelt wurde, wurden
10ner Platten mit 1,1 x 10° (TE-7) und 1,5 x 10° (SEG-1) Zellen besat. Nach frithestens 20 h
wurde zunachst eine 0,05 umolare LBH589-Lésung mit dem Kulturmedium der jeweiligen Zell-
linie hergestellt. Das alte Medium wurde verworfen, die Platten einmal mit PBS gewaschen
und das Kulturmedium mit 0,05 uM LBH589 konnte auf die Platten gegeben werden. Die Zellen
inkubierten jeweils fiir 6 h, 24 h und 48 h im Brutschrank. Dann erfolgte, wie unten beschrie-

ben, die Zellernte.

3.1.3.2 Translationsinhibitor Cycloheximid

Fiir die Bestimmung einer geeigneten Konzentration des Translationsinhibitors Cycloheximid
(CHX) wurden die Zelllinien auf 6-well-Platten ausgesat. TE-7 mit einer Zellzahl von 2,2 x 10°
und SEG-1 mit 3 x 10° Zellen pro well. Als Testkonzentrationen wurden absteigend 30, 24 und
dann 20 pg/ml CHX in 2 ml Kulturmedium in ihrer Zytotoxizitdt untersucht. Nach einer Inkuba-

tionszeit von 24 h wurde die Vitalitat mit Hilfe der Trypanblaumethode ermittelt.

23



3 Methoden

Nachdem die Konzentration von 20 pg/ml als geeignete Behandlungskonzentration ermittelt
wurde, wurden 10ner Platten flr je 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h und 24 h flr die Ansédtze Kon-
trolle, CHX, Kombination aus CHX und LBH589 und LBH589 ausgesat. Nach 24 h konnte mit der
Behandlung begonnen werden. Zunachst sollten diejenigen Ansatze, welche CHX allein oder
CHX in Kombination mit LBH589 enthielten, mit CHX fiir eine Stunde inkubiert werden. Dazu
wurde frisches und auf 37 °C erwarmtes Kulturmedium der entsprechenden Zelllinie mit 20
pg/ml CHX versetzt. Nun wurde zunichst von sdmtlichen Platten das Medium verworfen und
mit PBS gewaschen. Dann bekamen die Ansatze Kontrolle und LBH589 9 ml frisches CHX-freies
Kulturmedium, die beiden anderen Ansatze 9 ml des CHX-Mediums. Alle Platten wurden fur
eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Es wurden vorerst 9, statt den lblichen 10 ml Medium,
verwendet, weil anschlieBend an die eine Stunde Inkubation der HDAC-Inhibitor LBH589 zu
den entsprechenden Ansatzen hinzugefligt werden musste. Da jeder Platte noch 1 ml der ent-
sprechenden Zusammensetzung fehlte, wurden vier ReaktionsgefdRe vorbereitet. Eines mit
reinem Kulturmedium fiir die Kontrollansatze, eines mit 20 pg CHX pro ml Medium, eines mit
20 pg CHX pro ml Medium und der Menge des LBH589 fiir eine gesamte Platte mit der End-
konzentration 0,05 uM pro ml Ndhrmedium und ein Gefal}, welches nur das LBH589 im Medi-
um enthielt. So konnte nach einer Stunde CHX-Vorinkubation jeder Platte 1 ml des entspre-
chenden Ansatzes hinzu gefligt werden. Danach erfolgte erneut die Inkubation im Brutschrank

Uber die entsprechenden Zeitrdume. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und gezahlt.

3.1.3.3 Proteasominhibitor MG-132

Der Proteasominhibitor MG-132 wurde in den Konzentrationen 5 uM und 10 uM getestet. Die

Vorgehensweise entsprach der beim Translationsinhibitor CHX.

Nach der Ermittlung von 5 uM als geeignete Versuchskonzentration wurden 10ner Platten
ausgesat fiir den Zeitwert 24 h mit den finf Ansatzen Kontrolle, MG-132, MG-132 und LBH589,
LBH589 und DMSO. Das weitere Prozedere entspricht dem des CHX-Versuches. Die Ansatze
mit dem Proteasominhibitor MG-132 mussten wieder eine Stunde inkubieren, bevor das
LBH589 hinzu gegeben wurde. Die Ansdtze mit DMSO wurden genau wie die mit MG-132 ge-
handhabt, damit die Wirkzeiten Gbereinstimmten. Es wurde die gleiche Menge an DMSO ein-

gesetzt, wie flr die Herstellung der 5 uM-Losung an MG-132 eingesetzt wurde, da fiir die
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Stocklosung MG-132 in DMSO geldst wurde. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden die

Zellen, wie beschrieben, geerntet.

3.1.4 Zellernte

Die Zellernte erfolgte zu den festgesetzten Zeitpunkten. Die Kontrolle wurde nach 24 h geern-
tet. Zuerst wurden mittels Zellschaber die Zellen vorsichtig von der Zellkulturplatte mechanisch
geldst und der Uberstand in ein 50 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt. Dann wurden ca. 5 ml eiskal-
tes PBS auf die Zellkulturplatte gegeben, und es wurde erneut geschabt. Wieder wurde der
Uberstand in das ReaktionsgefaR iberfiihrt. Mit einer Pipette wurde nochmals PBS auf die
Platte gegeben und gut gespiilt. AnschlieRend wurde der gesammelte Uberstand bei 4 °C und
4600 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig dekantiert und 10
ml PBS hinzu gefligt. Erneut wurde fiir 15 min bei 4600 rpm und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1,5 ml PBS aufgenommen, vorsichtig
resuspendiert und in ein 2 ml Eppendorfrohrchen tberfiihrt. Nachdem die Probe 10 min bei
12000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde, konnte der Uberstand vorsichtig abpipettiert werden
und das Eppendorfréhrchen in flissigem Stickstoff Schock gefroren werden. Die Lagerung der

Zellpellets erfolgte bei -80 °C.

Fir die Versuche mit Cycloheximid und MG-132 wurde die Zellernte modifiziert. Zuerst wurden
die Zellen, wie oben beschrieben, trypsinisiert und gezahlt. Dann wurde fiir jede Versuchsreihe
die gleiche Anzahl an Zellen fiir die Herstellung eines Pellets eingesetzt, z. B. 1 x 10°. Dies ge-
schah deshalb, weil beide Substanzen, CHX und MG-132, Einfluss auf den Proteinumsatz der
Zelle nehmen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass sich auch die Konzentration von
B-Actin, als Haushaltsgen, Giber die Dauer der Versuchsreihe verandern kann. Damit ware keine
verniinftige Ladekontrolle mit 3-Actin im Western Blot mehr moglich. Durch den Einsatz dqui-

valenter Zellzahlen wurde dieses Problem umgangen.

3.1.5 Zellzahlbestimmung und Vitalitatstest mit Trypanblau

Neben der Zellzahlbestimmung mit dem Zellcounter wurde die Anzahl der lebenden Zellen mit
der Trypanblaumethode bestimmt. Trypanblau wird aufgrund ihrer Membrandurchlassigkeit
nur von avitalen Zellen aufgenommen und farbt diese tiefblau an. Lebende Zellen erscheinen

unter dem Mikroskop leuchtend hell. Jedoch ist bei zu langer Einwirkzeit des Trypanblaus eine
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Zunahme von toten Zellen zu beobachten, da dieser Farbstoff zytotoxisch wirkt. Die Zellsus-
pension einer Probe wurde mit einer 0,4 %igen Trypanblaulésung 1:5 verdiinnt und gemischt.
Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe eines Himozytometers (Neubauer Zdhlkammer).
Hierzu wurde die Zellsuspension in die Zahlkammer pipettiert und mit einem Deckglas abge-
deckt. Die Auszdhlung der Zellen erfolgte unter dem Mikroskop (10fache VergroRerung). Es
wurden alle vier groflen Eckquadrate ausgezahlt und der Mittelwert berechnet. Die ermittelte

Zellzahl wurde mit 10* sowie mit dem Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension multipliziert.

Die Ermittlung der Zellvitalitat mit Hilfe der Trypanblaumethode ist ebenfalls moéglich. Hierzu
werden die Gesamtzahl der Zellen und die Anzahl der ungefarbten (vitalen) Zellen bestimmt.

Der Prozentsatz der ungefarbten Zellen entspricht dem Anteil vitaler Zellen.

3.2 MTT-Assay

Mit Hilfe des MTT-Assays kann die Zytotoxizitdt einer Substanz ermittelt werden. Das gelbe
Tetrazolium-Salz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenol-tetrazoliumbromid wird in den Mi-
tochondrien vitaler Zellen durch eine Reduktase zum blauvioletten Farbstoff Formazan gespal-
ten. Diese Formazan-Kristalle sind impermeabel und reichern sich deshalb in lebenden Zellen
an. Damit ist die Menge des gebildeten Farbstoffes proportional zu der Anzahl vitaler Zellen.
Durch die Zugabe eines organischen Losungsmittels werden die Kristalle aus den Zellen gel6st
und die Extinktion kann bei 570 nm photometrisch gemessen werden. Uber den Vergleich mit
einer unbehandelten Kontrollgruppe lasst sich so der Anteil vitaler Zellen bestimmen, womit
eine geeignete Behandlungskonzentration fiir den HDAC-Inhibitor LBH589 ermittelt werden

konnte.

Die Durchfiihrung des MTT-Assays erfolgte auf 96-well Platten als Sechsfach-Bestimmung. Es
wurden 9 x 10° (TE-7), bzw. 8,5 x 10° (SEG-1) Zellen pro Kavitat in 200 pl Kulturmedium ausge-
sdt und 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach der Entfernung des Mediums und einmaligem
Waschen der Zellen mit PBS wurden sie mit den verschiedenen LBH589-Konzentrationen (sie-
he 3.1.3) behandelt und fiir 6 h, 24 h und 48 h inkubiert. Am Ende des jeweiligen Behandlungs-
zeitraums wurde das Medium zusatzlich mit 10 pl einer MTT-L6sung versetzt und erneut fiir 2

h inkubiert. Fir die MTT-Losung wurden 5 mg des MTT-Salzes in 1 ml PBS gel6st und lber ei-

26



3 Methoden

nen sterilen Spritzenfilter von verbleibenden kleinsten Partikeln gefiltert. Nach Ablauf der In-
kubationszeit wurde das Medium vorsichtig entfernt und zu jeder Kavitat wurden 100 ul DMSO
hinzu gegeben. AnschlieBend wurde die 96-well Platte fiir 15 min auf den Schittler gestellt.
Die Extinktion wurde bei 570 nm mit dem MRX Revelation microplate reader gemessen und

mit der Software DYNEX Revelation 4.22 der Firma DYNEX Technologies ausgewertet.

3.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie - synonym dazu ist der Begriff FACS (fluorescence activated cell
sorting) - ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Zellsuspensionen auf der Grundlage
von Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften. Sie erlaubt die simultane Messung der relativen
ZellgroRRe, der Granularitat und zwei bis drei Fluoreszenzfarben fiir mehrere tausend Einzelzel-
len in wenigen Sekunden. Mittels Messung von Lichtstreuung konnen Zellgrofle
(forwardscatter) und Granularitat (sidescatter) ermittelt werden. Die Verwendung von Fluores-
zenzfarbstoffen ermaoglicht die Selektion von Zellen mit bestimmten Eigenschaften. Zellen, die
mit fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern markiert wurden, kdnnen so vom Analysegerat er-
kannt werden. Zum Markieren von Liganden werden haufig die Fluorchrome Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) verwendet.

3.3.1 Zellzyklusanalyse

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann der DNA-Gehalt der Zellkerne bestimmt werden. Die-
ser verdoppelt sich wahrend der S-Phase des Zellzyklus und halbiert sich wieder wahrend der
Mitose. Auf diese Weise kann lber den DNA-Gehalt die Position einer Zelle im Zellzyklus ermit-
telt werden. In der G1-Phase ist der Chromosomensatz diploid, in der G2-Phase tetraploid und
wahrend der S-Phase weisen die Zellkerne einen DNA-Gehalt auf, der zwischen dem der G1-
und der G2-Phase liegt. Nach Aktivierung des apoptotischen Programms kommt es zur DNA-
Fragmentierung, so dass Zellen, die sich in einem mittleren bis spateren Stadium der Apoptose
befinden, einen geringeren DNA-Gehalt aufweisen als diploide Zellen der G1-Phase. Der Farb-
stoff Propidiumiodid (PI) interkaliert in doppelstrangige Nukleinsduren und zeigt somit eine
stochiometrische Wechselwirkung mit DNA, d. h. DNA-Konzentration und Farbstoffkonzentra-

tion sind wechselseitig voneinander abhangig. Durch die Kopplung des Farbstoffs Pl an ein
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Fluorchrom kann die Fluoreszenzintensitat der Kerne mit der Durchflusszytometrie gemessen

werden. Diese nimmt somit proportional zum DNA-Gehalt der Zelle zu.

Das Arbeiten erfolgte auf Eis. Der Uberstand des entsprechenden Ansatzes wurde in einem
Reaktionsgefall aufgefangen. Die Platten wurden mit ca. 2 ml PBS gewaschen, welches eben-
falls in das ReaktionsgefaR Gberfiihrt wurde. Nun wurden die Zellen trypsinisiert, die Platte
wurde noch einmal mit PBS gewaschen. Die gesammelte Zellsuspension wurde gezahlt, um 1 x
10° Zellen in ein neues ReaktionsgefaR tiberfihren zu kénnen. AnschlieBend wurden die Zellen
bei 750 rpm und 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand konnte danach vorsichtig dekan-
tiert werden. Das Zellpellet wurde in 200 pl der hypotonen PI-Lésung, die nach den Angaben
des Herstellers vorbereitet wurde, aufgenommen und gut durchmischt. Anschlielend
inkubierte die Probe im Dunkeln 30 min auf Eis, bevor die Messung erfolgen konnte. Die Aus-

wertung wurde mit Hilfe der Software Cell Quest Pro von BD Bioscience durchgefiihrt.

3.3.2 Apoptosedetektion mittels Annexin-V Markierung

Bei frihapoptotischen Zellen wird das Membranlipid Phosphatidylserin von der Innenseite auf
die AuRenseite der Zellmembran transloziert. Annexin-V ist ein Ca**-abhéngiges Phospholipid-
bindenes Protein mit einer hohen Affinitdt zu Phosphatidylserin. Somit ist (iber die Annexin-V-
Markierung die Detektion von apoptotischen Zellen in Zellgemischen moglich. Da aber bei
spatapoptotischen, bzw. nekrotischen Zellen die Zellmembran permeabel fiir Annexin-V wird
und diese somit auch liber das Annexin-V nachgewiesen werden wiirden, wére eine sichere
Differenzierung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen nicht mehr moglich. Daher
wird ein zweiter Farbstoff, Propidiumiodid (Pl), verwendet, der nur die permeabilisierte
Membran nekrotischer Zellen durchdringen kann und dort die DNA anfarbt. Somit stellen sich
vitale Zellen im Dotplot als Annexin-V- und Pl-negativ (lower left) dar, apoptotische Zellen sind
Annexin-V-positiv und Pl-negativ (lower right) und nekrotische Zellen sind Annexin-V- und PI-
positiv (upper right). Damit die Antikorper Annexin-V und Pl im Durchflusszytometer erkannt
und gemessen werden kdnnen, missen sie mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden.
Wahrend der Messung werden die so markierten Zellen von einem Laserstrahl erfasst. Da-

durch kommt es zu einer Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe, die daraufhin Licht einer be-
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stimmten Wellenlange emittieren. Dieses spezifische Signal wird gemessen und die Differen-

zierung zwischen den Antikdrpern Annexin-V und Pl wird ermdglicht.

Die Zellen wurden zunichst wie beschrieben trypsinisiert, wobei die Uberstinde jedoch ge-
sammelt wurden. Das Arbeiten erfolgte auf Eis. Die Zellzahl wurde ermittelt und 1 x 10° Zellen
in ein ReaktionsgefdR gegeben, welches bei 4 °C, 200 g fir 5 min zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde vorsichtig dekantiert und das Zellpellet in 100 pl der Annexin-V-Fluos Lésung,
welche bereits nach den Angaben des Herstellers vorbereitet wurde, resuspendiert. Dieser
Ansatz musste fiir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren. Danach erfolgte die
Messung mit einem Durchflusszytometer und die Auswertung mit Hilfe der Software Cell

Quest Pro der Firma BD Bioscience.

3.4 Methoden der Proteinbiochemie

3.4.1 Gewinnung von Proteinextrakten

Zur Extraktion von zelluldren Proteinen wurden Trockenpellets auf Eis in 100-500 ul denaturie-
rendem Protein-Lysispuffer resuspendiert und darin eine Stunde inkubiert, wobei im Abstand
von jeweils 10 min die Proben gevortext wurden. Um die Zellen vollstdndig aufzuschlieBen,

wurden sie anschlieRend fir 10-15 Zyklen sonifiziert und bei -80 °C eingefroren.

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit einem Kit der Firma BioRad nach der
Methode von Lowry. Um die unbekannte Proteinkonzentration bestimmen zu kénnen, wurde
eine Proteinstandardreihe mit acht bekannten BSA-Konzentrationen (0-3 mg/ml) mitgefuhrt.
20 ul von der Reagenz S wurden in 1 ml Reagenz A gel6st. In einer 96-well Platte wurden je-
weils 5 pl Proteinstandard und 5 pl Protein-Lysat als Doppelbestimmung aufgetragen. Darauf
wurden 25 ul des Reagenzgemisches aus A+S pipettiert und 200 pul von Reagenz B hinzu gege-
ben. Die Platte wurde unter Schitteln fir 15 min inkubiert, anschlieBend konnte die Absorpti-
on bei 750 nm gemessen werden. Den Mittelwerten der jeweiligen Absorptionswerte wurde

automatisch eine Proteinkonzentration anhand der Standardkurve zugewiesen.

29



3 Methoden

3.4.3 Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE

Fir die SDS-PAGE wurden 30 pg Protein eingesetzt. Zum Protein-Lysat wurde ein Flinftel des
entsprechenden Volumens in Form von 5 x Proben-Ladepuffer hinzu gegeben und mit 2 x Pro-
ben-Ladepuffer auf ein einheitliches Volumen, meist zw. 25-30 pl, aufgefillt. Die Proben wur-
den gevortext, abzentrifugiert und nach der Denaturierung (95 °C fiir 5 min) sofort auf Eis ge-
stellt und auf das Gel geladen. Zur Identifikation der Banden wurde ein biotinylierter Moleku-

largewichtsmarker mitgeflihrt, der zuvor bei 99 °C fiir 2 min denaturiert wurde.

3.4.4 SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine gebrduchliche Methode um Pro-
teine aus Proteingemischen nach ihrer Molekularmasse aufzutrennen. Durch die Wirkung des
anionischen Detergenz SDS (Sodium Dodecy! Sulfate) werden nichtkovalente Bindungen der
Proteine aufgehoben. Als Folge davon gehen die héheren Proteinstrukturen verloren, so dass
das Protein nur noch in gestreckter linearer Form vorliegt. Das stark negativ geladene SDS
Uberdeckt zudem die Eigenladung der Proteine, wodurch negativ geladene SDS-Protein-
Komplexe mit einem konstanten Verhaltnis von Ladung zu Masse entstehen. Diese Komplexe
der verschiedenen Proteine unterscheiden sich nur noch in ihrer GréRBe und besitzen ver-
gleichbare hydrodynamische Eigenschaften. Im elektrischen Feld wandern die SDS-Protein-
Komplexe zur Anode und werden dabei vom Molekularsiebeffekt einer porésen
Polyacrylamidmatrix nach ihrem Molekulargewicht aufgeteilt, wobei kleinere Proteinmolekiile
schneller als groRe wandern kdnnen. Zur Polymerisation der Matrix werden TEMED und APS

hinzugegeben.

Beim verwendeten diskontinuierlichem System nach Limmli wurde ein Trenngel (5 %
Bisacrylamid) in die entsprechenden Glaskammern des verwendeten Systems von BioRad ge-
gossen und mit Isopropanol liberschichtet. Nach vollstandiger Polymerisation des Trenngels
wurde das Isopropanol entfernt und die Geloberkante mit Aqua dest. gewaschen, mit Sam-
melgel (10-12 % Bisacrylamid) tberschichtet und ein Taschenkamm eingesetzt. Die Gele hatten
eine Dicke von 1-1,5 mm und wurden nach dem Erstarren in die entsprechende Laufkammer

eingesetzt. Nach dem Auftragen der Proben und Marker erfolgte die Elektrophorese im Lauf-
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puffer bei 30 mA, bis die Proben das Trenngel erreicht hatten, und anschliefend bei 50 mA

solange, bis die Proben den unteren Gelrand erreicht hatten.

3.4.5 Proteintransfer mittels Western Blot

Bei einem Western Blot werden die Proteine der SDS-PAGE elektrophoretisch durch anlegen
eines zum Gel senkrechten elektrischen Feldes auf eine Protein-bindende Nitrozellulose-
Membran Ubertragen. Auf dieser kénnen die immobilisierten Proteine durch spezifische Anti-
korperbindung sichtbar gemacht werden. Der Transfer erfolgte ausschlieRlich nach dem Wet-

Blot Verfahren.

Eine Nitrozellulose-Membran wurde auf GelgroRe zugeschnitten und fir 10 min in Transferpuf-
fer inkubiert. Vier Lagen Filterpapier, jeweils zwei diinne und zwei dicke, wurden ebenfalls auf
GelgroRe zugeschnitten und im Transferpuffer getrankt. Im Sandwich-Prinzip wurde eine Lage
dickes Filterpapier, eine Lage dlinnes Filterpapier, das Gel, die Membran und wieder jeweils
eine Lage dinnes und dickes Filterpapier luftblasenfrei (ibereinander gelegt. Das Sandwich
wurde so zwischen die beiden Elektroden einer Tank-Blot-Kammer geklemmt, dass sich die
Membran auf der Anodenseite befand. Der Proteintransfer erfolgte unter Rihren, mit
Kahlakku in Transferpuffer fir 90 min bei 120 V oder lber Nacht bei 30 V. Durch Farbung mit

Ponceau S-Losung wurde der erfolgreiche Transfer der Proteine liberprift.

3.4.6 Proteindetektion

Nachdem die Ponceau S-Farbung durch das Waschen der Membran mit Waschpuffer entfernt
wurde, mussten zunadchst die unspezifischen Proteinstellen mittels Blockingpuffer unter
Schwenken fiir eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert werden. Damit wird der Hinter-
grund der unspezifischen Bindung reduziert und so die Sensitivitdt des Western Blots erhoht.
Nach standardmaRigem Waschen fiir 3 x 5 min wurde die Membran zur Proteindetektion mit
einer geeigneten Verdiinnung des antigenspezifischen, unmarkierten Priméarantikérpers . N.
bei 4°C oder fiir 1-2 h bei Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Nachfolgend wurde die
Membran gewaschen, um dann fiir eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schwenken mit
einem HRP-gekoppelten speziesspezifischen Sekundarantikérper zu inkubieren. Gleichzeitig
wurde auch ein anti-Biotin-Konjugat zugegeben, um den Molekulargewichtsmarker bei der

nachfolgenden Entwicklung sichtbar zu machen. Der Sekundarantikbrper war mit einer
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Peroxidase (HRP) gekoppelt, die die Oxidation von Luminol katalysiert. Die Visualisierung er-
folgte mittels ,Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate” im GeneGnome. Wurde
die Membran fir die Detektion eines weiteren Proteins bendtigt, mussten die gebundenen
Antikorper von der Membran gelost werden. Dafiir wurde sie zundchst gewaschen, um dann
mit dem ,,Restore Western Blot Stripping Buffer” fir 10 min bei 42°C behandelt zu werden.
Nach erneutem Waschen konnte die Membran mit einem neuen Primarantikdrper inkubiert

werden.

3.4.7 Densitometrie und Darstellung der Western Blots

Die einzelnen Abbildungen der Western Blots stehen beispielhaft fir eine dreifache Durchfiih-
rung der Versuche. Die Aussagen (iber die relative Zu-, bzw. Abnahme des Proteingehalts be-
ziehen sich auf den jeweiligen Wert der Kontrolle, soweit es nicht anders angegeben ist, und
wurden densitometrisch ermittelt. Dargestellt wird diese Zu-, bzw. Abnahme x-fach unter je-
dem Western Blot. Fiir die densitometrische Analyse wurde die GeneTools analysis software

der Firma Syngene Bio Imaging verwendet.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 RNA-Isolierung

Fir die Analyse der Expression auf Transkript-Ebene musste zundchst RNA gewonnen werden.
Daflr wurde das Zellpellet in 1 ml Trizol geldst und gut gemixt, bis ein homogenes Lysat ent-
stand. Nachdem die Proben 5 min bei Raumtemperatur inkubierten, wurden 0,2 ml Chloro-
form hinzugegeben, es wurde stark geschiittelt und anschliefend 20 min bei 4 °C und 15.000
rpm zentrifugiert. Die wassrige Phase, die die RNA enthalt, wurde nun in ein neues Réhrchen
pipettiert, mit 0,6 ml Isopropanol versetzt und nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
erneut bei 4 °C und 15.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und 1
ml eiskalter 75 %iger Ethanol (angesetzt mit DEPEC-H,0) auf das Pellet gegeben. Nach gutem
Mischen, wurde die Probe erneut bei 4 °C und 15.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Nach der
vorsichtigen Dekantierung des Uberstandes wurde das Pellet, je nach GréRe, in 50-200 pl

DEPEC-H,0 fiir 10 min bei 60 °C gelost. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.
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3.5.2 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration und Reinheit einer RNA-L6sung kann mit Hilfe der optischen Dichte (OD)
ermittelt werden. Hierzu wurden 2 pul des RNA-Eluats mit 68 ul DEPEC-H,0 verdiinnt. Die Mes-
sung der verdinnten RNA-LOsung erfolgte bei einer OD von 260 nm und 280 nm in einer
Quarzkivette gegen die reine Verdinnungslosung in einem Photometer. Die RNA-

Konzentration wurde mittels folgender Gleichung errechnet:

RNA-Konzentration [ug/ul] = ODygp nm * Verdlinnungsfaktor *40 ug/ml.

Der Quotient aus OD2gonm/OD2sonm Stellt ein MaR fiir die Reinheit der RNA dar und sollte zwi-

schen 1,6 und 2,0 liegen.

3.5.3 Reverse Transkription

Fir die Durchfiihrung einer quantitativen PCR (Polymerase Chain Reaktion) von RNA ist es zu-
nachst erforderlich alle in einer Zelle vorkommenden RNA-Spezies in eine komplementidre DNA
(cDNA) umzuschreiben. Mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase kann aus RNA cDNA
synthetisiert werden. Dieser Prozess wird als Reverse Transkription (RT) bezeichnet. Die so
entstandene cDNA dient dann in der quantitativen PCR als Template. Zunachst wurde die RNA
in cDNA mit Hilfe des ,Reverse Transcription System Kit“ der Firma Promega nach Hersteller-
angaben im Thermocycler umgeschrieben. Dazu wurde 1 pg RNA mit DEPEC-H,0 auf 9,9 ul
aufgefillt, fir 10 min bei 70 °C inkubiert und anschlieRend auf Eis gekiihlt. Zu jedem Ansatz
wurden 10,1 ul RT-Pramix hinzugefiigt. Die Primer bestanden dabei aus einem unspezifischen
Mix aus Hexanukleotiden, sogenannten Random-Primer. Nachfolgend sind die

Zuammensetzung des Pramix und das verwendete Thermocycler Programm aufgefiihrt:

Tab. 3: Zusammensetzung des Pramix fur die Reverse Transkription

Substanz Menge
MgCl,, 25 mM 4 ul
Puffer fiir Reverse Transkriptase, 10 x 2 ul
RNAse-Inhibitor 0,5 ul
Random-Primer 1l
Nukleotid-Mix, 10 mM 2 ul
AMV-Reverse Transkriptase 1l

33



3 Methoden

Tab. 4: Thermocycler-Programm fiir die Reverse Transkription

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
AMV-Aktivierung 24 °C 10 min 1
cDNA-Synthese 42 °C 15 min 1
Denaturierung 99 °C 5 min 1

3.5.4 Quantitative PCR

Im Anschluss an die Herstellung von cDNA erfolgte im 2. Schritt die quantitative PCR als Real-
Time PCR im Lightcycler© von Roche. Diese Vorgehensweise ist zurzeit die modernste Metho-
de der Quantifizierung von Nucleinsauren und baut auf dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers (FRET) auf. Hierflir wurde das Hybridization Probes-Prinzip angewandt. Dabei
werden zwei Oligonukleotide verwendet, die wahrend des Annealings an eine innere Sequenz
des zu amplifizierenden Fragments binden. Das eine Oligonukleotid ist am 3-Ende mit einem
sogenannten Donor, einem bestimmten Fluorchrom (FL) markiert. Das andere ist am 5‘-Ende
mit einem Akzeptor, einem zweiten Fluorchrom (LC Red640) konjugiert. AuRerdem ist das 3'-
Ende dieser zweiten Sonde mit einer Phosphatgruppe blockiert, damit es nicht als Primer fun-
gieren kann. Die Oligonukleotide sind so gewahlt, dass sie beide im Abstand von maximal ein
bis finf Nukleotiden an den zu amplifizierenden Strang binden. Beide Fluorchrome besitzen
ein charakteristisches Exzitations- und Emissionsspektrum, wobei hier das Emissionsspektrum
des Donors dem Exzitationsspektrum des Akzeptors entspricht. Durch die raumliche Nahe der
beiden gebundenen Oligonukleotide ist es moglich, dass das bei Bestrahlung mit Licht frei
werdende Fluoreszenzlicht des Donors das Fluorchrom des Akzeptors anregt. Das vom Akzep-
tor emittierte Licht kann nun gemessen werden, wobei die Signalstarke proportional zur An-
zahl der DNA-Amplifikate steigt. Die Menge der PCR-Produkte kann so in Echtzeit (Real-time)
wahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden, wobei nur in der exponentiellen Phase der PCR eine
korrekte Quantifizierung moglich ist, da dann optimale Reaktionsbedingungen herrschen. Um
eine Aussage Uber die Expression eines bestimmten Gens machen zu kdénnen, wird als Stan-
dard ein Haushaltsgen (housekeeping gen) bestimmt, von dem auszugehen ist, dass es in kon-

stanter Menge exprimiert wird, in diesem Fall R2-Micro-Globulin (82-MG). Die Auswertung
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erfolgte mit Hilfe der LightCycler© Software Version 3.5 von Roche Diagnostics. Nachfolgend

sind die Reaktionsansatze aufgefihrt.

Tab. 5: Reaktionsansatze fiir die PCR im LightCycler©

LightCycler©-Ansatz R2-MG p21 Chk1
cDNA 1ul 1pl 1
MgCl 25 mM 2,4 ul 2,3 ul 2l
Primer (forward) 10 pmol/ pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 ul
Primer (reverse) 10 pmol/ pl 1,25 ul 1,25 pl 1,25 ul
FL-HybProbe 2 pmol pl 1l 1l 1l

LC Red640-HybProbe 2 pmol/ ul 2 ul 2ul 2 ul
Fast —Start-Master-Mix 2,2 ul 2,2 ul 2,2 ul
Aqua bidest 8,9 ul 9 ul 9,3 ul

Die ReaktionsgefdRe waren in diesem Fall 20 ul Glaskapillaren, die nach dem Befiillen zentrifu-

giert wurden (1000 rpm, 1 min). Je ein Reaktionsansatz ohne DNA diente als Negativkontrolle.

Die Amplifikation des jeweiligen Genabschnitts erfolgte in den nachfolgend aufgefiihrten PCR-

Programmen.

Tab. 6: LightCyler©-Programm fiir Chk1

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturation 95°C 10 min 1
95 °C 10s
Amplifikation 56 °C 10s 45
72°C 7s
Cooling 40 °C 30s 1
Tab. 7: LightCyler©-Programm fiir B2-MG
Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturation 95°C 10 min 1
95°C 10s
Amplifikation 53°C 10s 45
72°C 11s
Cooling 40°C 30s 1
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Tab. 8: LightCycler©-Programm fiir p21

Schritt Temperatur Dauer Zyklen

Denaturation 95°C 30s 1
95°C Os

Amplifikation 62°C 10s 45
72°C 9s

Cooling 40°C 30s 1

3.6 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten wurden in einer Office Access 2007 (Microsoft) Datenbank archiviert.
Von jeder Datenreihe wurden die Mittelwerte mit Standardabweichung erhoben. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mit Hilfe der Statistikfunktion von Microsoft Exel 2007. Vergleiche
auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit dem Standard-T-Test durchge-

fihrt. Bei einem p < 0,05 wurden Unterschiede als signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der Zellvitalitat der Zelllinien TE-7 und SEG-1 unter der Be-

handlung mit dem Histondeacetylase-Inhibitor LBH589

Im ersten Schritt dieser Studie musste eine geeignete Behandlungskonzentration des Histon-

deacetylase-Inhibitors (HDACI) LBH589 ermittelt werden. Es wurden die Konzentrationen 0,01

UM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM und 1 uM auf ihren Einfluss auf die Zellvitalitdt der beiden Zellli-

nien TE-7 und SEG-1 getestet (siehe 3.2). Die Behandlungsdauer erstreckte sich liber 6 h, 24 h

und 48 h. Es wurden jeweils Sechsfach-Bestimmungen in drei unabhadngigen Ansatzen angefer-

tigt.
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Abb. 4.1 Konzentrationsabhingige Wirkung des HDACI LBH589 auf die Vitalitdt der Zelllinie TE-7 (A) und SEG-1
(B). Die Zellen wurden fiir 6 h, 24 h und 48 h jeweils mit den fiinf verschiedenen LBH589-Konzentrationen 0,01 uM,
0,05 uM, 0,1 uM, 0,5 uM und 1 pM inkubiert. Eine unbehandelte Kontrollgruppe wurde bei jeder Versuchsreihe
mitgeflhrt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte und die Standardabweichung aus drei von einander unabhangigen

Versuchen, die in das Verhaltnis zu denen der Kontrollgruppe gesetzt wurden. * Signifikanz (p < 0,05) vorhanden.

Die Ergebnisse des MTT-Assays zeigen, dass der HDACI LBH589 einen konzentrations- und zeit-
abhangigen Einfluss auf die Vitalitat der Zelllinien TE-7 und SEG-1 hat. Das AusmaR des Einflus-
ses ist zwischen den Zelllinien jedoch unterschiedlich. Nach 6 h Behandlungsdauer finden sich
bei der Zelllinie SEG-1 keine signifikanten Unterschiede in der Zellvitalitat im Vergleich zu der
Kontrollgruppe, ebenso nach 48 h mit der LBH-Konzentration von 0,01 uM. Die Zelllinie TE-7
zeigt ebenfalls nach sechsstiindiger Behandlungsdauer keine signifikante Auswirkung auf die
Zellvitalitat, auRer unter der LBH-Konzentration 0,5 pM. Mit zunehmender Wirkdauer werden
Unterschiede zwischen den zwei Zelllinien deutlicher, die Ergebnisse sind nun durchgehend als
signifikant zu werten. Wahrend SEG-1 nach 24 h bei 0,5 uM 68 % vitale Zellen und bei 1 uM
58,7 % vitale Zellen aufweist, erreicht die Vitalitdt von TE-7 bereits bei der Konzentration von
0,05 uM die 50 %-Marke. Mit zunehmender Konzentration geht der Abwartstrend weiter: Bei
0,1 uM sind 35 % der TE-7-Zellen vital, bei 0,5 uM sind es 33,4 % und bei 1 pM 29 %. Somit
lasst sich festhalten, dass bei einer Konzentration von 1 uM und 24 h Behandlungszeit bei der
Zelllinie SEG-1 etwa doppelt so viele Zellen vital sind (58,7 %), wie bei der Zelllinie TE-7 (29 %).

Nach 48 h nimmt der Anteil lebender Zellen beider Zelllinien weiter ab. SEG-1 kommt bei 0,1
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UM mit 42 % vitalen Zellen das erste Mal unter die 50 %-Marke, bei 0,5 uM sind es 27,5 % und
bei 1 uM schliefllich noch 21,6 % vitale Zellen. Die Zelllinie TE-7 erreicht bei der niedrigsten
Konzentration von 0,01 uM 59,6 % Vitalitat der Kontrollgruppe, bei 0,05 uM sind es 18,2 %, bei
0,1 uM 6,8 % und bei 1 uM schliefllich 3,6 %. Es lasst sich somit festhalten, ab der Konzentrati-
on von 0,1 uM liegt die Zellvitalitat der Linie TE-7 nach 48 h Behandlungsdauer unter 10 %. Fir
die Fragestellung dieser Studie, die Charakterisierung von apoptoseassoziierten Signalmolek-
len, sind Zellkulturen mit einem so hohen Anteil an letalen Zellen nicht verwertbar. Die
LBH589-Konzentration von 0,05 uM wurde somit als Behandlungskonzentration fiir diese Stu-
die festgelegt, weil sie signifikant Einfluss auf die Vitalitat beider Zelllinien nimmt, aber ohne

eine zu ausgepragte Letalitdt zu bewirken.

4.2 Charakterisierung des Proteinexpressionsmusters der Zelllinien TE-7 und

SEG-1 unter der Behandlung mit LBH589

Nachdem die Konzentration des Histondeacetylase-Inhibitors LBH589 von 0,05 uM als eine
optimale Behandlungskonzentration ermittelt wurde, wurden erneut Zellen beider Zelllinien
fiir 6 h, 24 h und 48 h mit LBH589 behandelt (siehe 3.1.3). Das gewonnene Material diente der
Untersuchung der Proteinexpressionsmuster der beiden Zelllinien unter Einfluss der LBH589-
Behandlung. Im Sinne der Fragestellung wurden vorwiegend solche Proteine untersucht, die

im Zusammenhang mit der Apoptose und der Zellzykluskontrolle stehen.
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Die Wirksamkeit des Histondeacetylase-Inhibitors LBH589 wurde iber den Nachweis des An-

stieges von acetyliertem Histon H3 und H4 unter LBH589-Behandlung bewiesen.
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Abb. 4.2 Effekt des HDACI LBH589 auf den Acetylierungsstatus der Histone H3 (A +B) und H4 (C + D) in den Zellli-
nien TE-7 (A + C) und SEG-1 (B + D). Die Zellen wurden fir 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K
entspricht der unbehandelten Kontrolle. Das ubiquitadr exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamt-

proteins.

Unter dem Einfluss von LBH589 kommt es in beiden Zelllinien zu einer massiven Induktion von
acetyliertem Histon H3 und H4. In den unbehandelten Kontrollen ist eine sehr geringe Menge
dieser Proteine nachweisbar. Unter der Behandlung mit LBH589 ist bereits nach 6 h in TE-7 das
30-fache und in SEG-1 das 20-fache an acetyliertem Histon H3 im Vergleich zum Gehalt der
Kontrolle messbar. Der Proteingehalt des acetylierten Histons H4 nimmt nach 6 h in TE-7 um
das 47-fache und in SEG-1 um das 54-fache der Kontrolle zu. In TE-7 bleiben diese Mengen bis
24 h anndhernd konstant und fallen nach 48 h auf das 27-fache (ac H3) und auf das 31-fache
(ac H4) des Proteingehalts der Kontrolle ab. In der Zelllinie SEG-1, kann man bei 48 h eine Ab-
nahme an acetyliertem Histon H3 auf das achtfache und von acetyliertem Histon H4 auf das

34-fache der Kontrolle feststellen.
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Des Weiteren wurden die Zelllinien auf ihr Expressionsmuster des Tumorsuppressorgens p53
untersucht. Wie bereits erwdhnt, handelt es sich bei SEG-1 um eine p53-Wildtyp Zelllinie, TE-7

dagegen zeigt einen Verlust des p53-Gens (siehe auch 3.1.1).
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Abb. 4.3. Einfluss des HDACI LBH589 auf die p53-Proteinexpression der Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die Zellen
wurden Uber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle. Das

ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins.

Der Verlust des p53-Proteins in der Zelllinie TE-7 ist deutlich sichtbar. Weder in der un-
behandelten Kontrolle, noch unter LBH589-Einfluss gelingt ein Nachweis des
Tumorsuppressorproteins. In der Zelllinie SEG-1 dagegen ist bereits in der Kontrolle p53 ein-
deutig nachweisbar. Nach 48 h Behandlungszeit mit 0,05 uM LBH589 nimmt die Menge an p53

um ein Finftel im Vergleich zur Kontrolle zu.

wafl

Als weiteres Protein wurde der CDK-Inhibitor p21 untersucht, der im engen Kontext zum

Tumorsuppressorgen p53 steht und Einfluss auf Zellzyklus und Apoptose nimmt.
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Abb. 4.4 Einfluss des HDACI LBH589 auf die p21‘"af1-Proteinexpression der Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die
Zellen wurden Gber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle.

Das ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins.
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wafl

In der Zelllinie TE-7 kann eine sehr schwach ausgeprégte Expression des p21"“'"-Proteins nach-
gewiesen werden. Das Maximum der Proteinexpression wird nach 24 h LBH-Behandlung mit
einem Anstieg um 70 % erreicht. Nach 48 h werden 90 % der Kontroll-Proteinmenge
exprimiert. In der Zelllinie SEG-1 findet sich in der Kontrolle eine geringe Expression des Cdk-
Inhibitors p21**™. Mit Einsetzen der HDACI-Behandlung steigert sich die Menge des p21*°"-
Proteins auf das 1,4-fache der Kontrolle. Nach weiteren 18 h wird die maximale Expression mit
dem 4,4-fachen der Kontrolle erreicht. Danach sinkt die Konzentration wieder ab, so dass nach

wafl

48 h die Expression des p21"*"-Proteins auf das 2,3-fache der Kontrolle abfallt.

Die Untersuchung der Checkpointkinase 1 (Chk1), ein wichtiges Regulatorprotein des Zellzyk-

lus, fUhrte zu folgendem Ergebnis.
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Abb. 4.5 Einfluss des HDACI LBH589 auf den Chk1-Proteingehalt der Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die Zellen
wurden Uber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle. Das
ubiquitar exprimierte R-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins. Das Molekulargewicht von Chk1 liegt

bei 56 kDa.

In beiden Zelllinien kommt es zu einer Abnahme der Chk1-Proteinkonzentration. In der Zelllinie
TE-7 nimmt die Proteinbande bei 56 kDa auf folgende Weise ab: Bei 6 h finden sich 90 % der
Kontrolle, bei 24 h 40 % und nach 48h sind noch 30 % der Kontrolle nachweisbar. In der Zellli-
nie SEG-1 kommt es ebenfalls zu einer Abnahme der Chk1-Konzentration, die nach 6 h LBH589-
Behandlung sichtbar bei 80 % der Kontrolle liegt. Nach 24 h finden sich 30 % der Kontrolle,
nach 48 h noch 20 %.

Bei der Analyse der phosphorylierten und damit aktivierten Form der Checkpointkinase 1 (p-

Chk1) zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den Zelllinien TE-7 und SEG-1.

42



4 Ergebnisse

A B
TE-7 SEG-1
K 6h 24h 48h K 6h 24h 48h
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Abb. 4.6 Einfluss des HDACI LBH589 auf den p-Chk1-Proteingehalt der Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die Zellen
wurden iber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle. Das

ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins.

In der Zelllinie SEG-1 ist keine phosphorylierte Checkpointkinase 1 nachweisbar. Weder in der
Kontrolle noch unter LBH589-Behandlung konnte densitometrisch ein Proteingehalt ermittelt
werden. Dagegen findet sich in TE-7 aktivierte Checkpointkinase 1 (p-Chk1) in der Kontrolle
und am starksten nachweisbar nach 6 h LBH589-Behandlung (2,5-fache der Kontrolle). Nach 24
h nimmt die Konzentration so stark ab, dass kein p-Chk1 densitometrisch mehr nachweisbar

ist.

Die Voraussetzung fir die Aktivierung der Effektorcaspase 3 ist, wie fir alle Caspasen, die Spal-
tung der inaktiven Procaspase in ihre aktiven Untereinheiten. Die Suche nach diesen aktiven
Spaltprodukten in den Zelllinien TE-7 und SEG-1 unter LBH589-Behandlung fiihrte zu folgenden

Ergebnissen.
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Abb. 4.7 Einfluss des HDACI LBH589 auf die Aktivierung der Caspase 3 in den Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die
Zellen wurden Gber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle.
Das ubiquitar exprimierte 8-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins. Die Procaspase 3 hat ein Moleku-

largewicht von 35 kDa, das der Spaltprodukte (siehe Pfeile) liegt bei 19 und 17 kDa.

Unter der LBH589-Behandlung zeigt sich eine deutliche Spaltung und damit Aktivierung der
Procaspase 3 in der Zelllinie TE-7. Ab dem 24-h-Wert sind die Banden der Spaltprodukte gut
sichtbar. Gleichzeitig nimmt die Konzentration der Procaspase stark ab, ndmlich auf 30 % der
Kontrolle. Bei 48 h setzt sich dieser Trend weiter fort (10 % der Kontrolle). In der Zelllinie SEG-1
ist dagegen kaum eine Aktivierung der Caspase 3 nachweisbar. Die Konzentration bleibt unter
sechsstiindiger LBH589-Behandlung nahezu konstant (99 % der Kontrolle) und steigt nach 24 h
und 48 h um 10 % an. Nach 24 h ist eine sehr schwache Bande bei 19 kDa densitometrisch
messbar. Offensichtlich kommt es in dieser Zelllinie zu keiner Apoptose-Induktion oder die

Apoptose verlauft Caspase 3 unabhangig

4.3 Analyse der LBH589 induzierten Herunterregulation der Checkpointkina-
se 1in den Zelllinien TE-7 und SEG-1

Bei der Untersuchung der Proteinexpression der beiden Zelllinien unter Einfluss der LBH589-
Behandlung zeigt sich eine Konzentrationsabnahme der Checkpointkinase 1. Im nachsten
Schritt soll untersucht werden, in wie fern dieser Verlauf auf eine Beteiligung des Proteasoms
zurickzufihren ist. Daflr wurden die Zellen mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX)
behandelt. Uber die Suppression der Proteinsynthese kann untersucht werden, ob es unter der

LBH589-Behandlung zu einer beschleunigten Abnahme des Chk1-Proteingehalts, im Vergleich
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zu der unbehandelten Kontrollgruppe, kommt. Im zweiten Schritt soll mit dem Proteasominhi-
bitor MG-132 Uberprift werden, ob ein beschleunigter Abbau ggfls. proteasomabhangig er-

folgt.

4.3.1 Effekt des Translationsinhibitors Cycloheximid auf die Proteinkonzentration der
Checkpointkinase 1 unter LBH589-Behandlung

In der Literatur liegt keine Erfahrung dariiber vor, welche CHX-Konzentration fir die Zelllinien

TE-7 und SEG-1 toxisch ist. Daher erfolgte zuerst eine Analyse der Zellvitalitat in Abhadngigkeit

von der CHX-Konzentration mittels der Trypanblaumethode (siehe 3.1.5). Es wurden die Kon-

zentrationen 20, 24 und 30 pg/ml Gber eine Dauer von 24 h auf ihre Wirkung getestet (siehe

3.1.3). Das CHX sollte nicht mehr als 10 % letale Zellen in einem Ansatz provozieren. Die Er-

gebnisse sind folgendermafRen.

Abhangigkeit der Zellletalitat von der CHX-

Konzentration
60

50

mTE-7
40

W SEG-1

30 T
20
10 -ji
0 = .

20 24
CHX [ug/ml]

% Letalitat

Abb. 4.8 Konzentrationsabhangiger Effekt des Translationsinhibitors CHX auf die Zellletalitdt der Zelllinien TE-7
und SEG-1. Die Zellen wurden mit den CHX-Konzentrationen 20 pg/ml, 24 pg/ml und 30 ug/ml Gber 24 h behandelt.
Danach erfolgte die Analyse der Zellvitalitat mit Hilfe der Trypanblaumethode. Hierzu wurden die Gesamtzahl der
Zellen und die Anzahl der gefarbten (letalen) Zellen bestimmt. Der Prozentsatz der gefarbten Zellen entspricht dem
Anteil letaler Zellen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten und der Standardabweichung aus mind. zwei unab-

hangigen Versuchsansatzen.
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In der Abbildung ist deutlich zu sehen, dass nur die Konzentration von 20 ug/ml die Anforde-
rung erfillt, weniger als 10 % letale Zellen nach der 24stiindigen CHX-Behandlung zu provozie-

ren. Das gilt fur die Zelllinie TE-7 mit 9,8 % so wie flir SEG-1 mit 3,8 % toter Zellen.

Als nachstes wurden beide Zelllinien mit 20 pg/ml CHX behandelt (siehe 3.1.3). Dies geschah
Uber die Zeitraume 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h und 24 h. AuBerdem wurden drei weitere Ver-
suchsansatze mitgefiihrt: Eine unbehandelte Kontrollgruppe, ein Ansatz mit CHX und 0,05 uM
LBH589 und ein Ansatz, der nur den HDACI LBH589 enthielt. Die dargestellten Ergebnisse ent-

sprechen Ubereinstimmenden Resultaten aus mind. zwei unabhangigen Versuchsansatzen.

TE-7
15° 30° 1h 3h 6h 24h
| — s | CHX [20ug/ml]
0,94 1,08 1,06 1 0,94 0,33 X-fache der Kontrolle
- —- - | CHX [20pg/ml] + LBH589 [0,05uM]

Chkli—4 1,3 1,06 1,1 1,06 0,53 0,33 X-fache der Kontrolle

[— o — —— — | LBH589 [0,05uM]
1,18 1 1,07 1,16 0,92 0,34 X-fache der Kontrolle
—| — | Kontrolle

Abb. 4.9 Effekt des Translationsinhibitors CHX auf die Konzentration des Chk1-Proteins der Zelllinie TE-7 unter
LBH589-Behandlung. Die Zellen wurden fir jeweils 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h und 24 h mit den angegebenen
Substanzen inkubiert. CHX wurde in einer Konzentration von 20 pug/ml eingesetzt, LBH589 mit 0,05 uM. Die Kontrol-
le entspricht einer unbehandelten Kontrollgruppe. Untersucht wurde das Protein Checkpointkinase 1. Die Mengen-
kontrolle des Gesamtproteins verlief in diesem Versuch nicht liber B-Actin, sondern Uber das Einsetzen gleicher

Zellzahlen wahrend der Zellpelletgewinnung (siehe auch 3.1.4).

Unter dem Einfluss des Translationsinhibitors CHX kommt es nach 24 h zu einer deutlichen
Abnahme in der Chkl-Konzentration auf 33 % der Kontrolle. Bis zu diesem Zeitpunkt ist die
Proteinkonzentration anndhernd konstant. Unter der zusatzlichen Wirkung des LBH589 ist
bereits nach 6 h eine Abnahme in der Proteinmenge auf 53 % der Kontrolle zu erkennen. Es
kommt also LBH589-abhangig zu einer Verkiirzung der Halbwertszeit von Chk1 unter Translati-
onsinhibition. Im Gegensatz dazu der alleinige Effekt des LBH589 auf die Chk1-Konzentration.

Wie auch unter 4.2 dargestellt, setzt hier eine deutliche Abnahme nach 24 h ein. Es ist deutlich
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die Reduzierung der Chk1-Proteinbande auf 34 % im Western Blot sichtbar. Die Kontrolle zeigt,

dass die Phanomene auf die Substanzwirkungen zuriick zu fiihren sind.

Mit der Zelllinie SEG-1 wurde in der gleichen Weise verfahren. Nachfolgend sind die Ergebnisse

dargestellt.
SEG-1
15° 30° 1h 3h 6h 24h
—| — — | CHX [20pg/ml]
0,97 1,08 0,91 0,67 0,36 0,23 X-fache der Kontrolle
|- -—— N S—— | CHX [20pg/ml] + LBH589 [0,05uM]

Chki— 1,11 1,07 14 0,70 0,41 0,18 X-fache der Kontrolle

|— T — — — | LBH589 [0,05uM]
1 1,3 0,99 1,15 0,93 0,29 X-fache der Kontrolle
1 — —| Kontrolle

Abb. 4.10 Effekt des Translationsinhibitors CHX auf die Konzentration des Chk1-Proteins der Zelllinie SEG-1 unter
LBH589-Behandlung. Die Zellen wurden fiir jeweils 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h und 24 h mit den angegebenen
Substanzen inkubiert. CHX wurde in einer Konzentration von 20 ug/ml eingesetzt, LBH589 mit 0,05 uM. Die Kontrol-
le entspricht einer unbehandelten Kontrollgruppe. Untersucht wurde das Protein Checkpointkinase 1. Die Mengen-
kontrolle des Gesamtproteins verlief in diesem Versuch nicht Giber R-Actin, sondern Uber das Einsetzen gleicher

Zellzahlen wahrend der Zellpelletgewinnung (siehe 3.1.4).

Unter der Suppression der Proteinbiosynthese verhalten sich die Zellen jeweils mit und ohne
LBH589-Applikation sehr ahnlich. Bis einschlieflich zum 1 h-Wert entspricht in beiden Ver-
suchsansatzen die Chk1-Proteinmenge anndhernd 100% der Kontrolle. Nach 3 h Behandlung
sinkt der Chk1-Gehalt wieder gleichwertig ab. In der CHX-behandelten Gruppe auf 67%, in der
CHX- und LBH589-behandelten Gruppe auf 70 % der Kontrolle. Zur weiterhin gleichféormigen
Abnahme der Proteinkonzentration kommt es nach 6h Wirkdauer: Auf 36 % der Kontrolle un-
ter CHX-Behandlung und auf 41 % unter der kombinierten Behandlung von CHX und LBH589.
Somit nimmt LBH589 in der Zelllinie SEG-1 keinen Einfluss auf die Halbwertszeit von Chk1 un-
ter Translationsinhibition. Der alleinige Einfluss von LBH589 fiihrt in Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen von 4.2 zu einer sichtbaren Reduzierung der Chk1-Bande nach 24 h Behandlungs-
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dauer auf 29 % der Kontrolle. Die unbehandelte Kontrollgruppe zeigt hier ebenfalls, dass die

Phanomene auf die Substanzwirkungen zuriick zu fiihren sind.

4.3.2 Effekt des Proteasominhibitors MG-132 auf die Proteinkonzentration der Check-
pointkinase 1 unter LBH589-Behandlung
Um zu lberprifen, ob das unter 4.3.1 dargestellte Phdnomen des beschleunigten Chk1-Abbaus
unter LBH-Behandlung proteasomabhangig verlduft, wurden beide Zelllinien Gber 24 h mit
dem Proteasominhibitor MG-132 inkubiert (siehe 3.1.3). Die Wirkung des LBH589, der be-
schleunigte Abbau des Chk1-Proteins, misste in diesem Fall unter Einfluss des Proteasominhi-
bitors aufgehoben werden. Jedoch musste auch hier zunachst eine geeignete Konzentration
des Proteasominhibitors MG-132 ermittelt werden. Es wurden die Konzentrationen 5 uM und

10 uM MG-132 auf ihren Einfluss auf die Zellletalitat getestet (siehe 3.1.3).

Abhangigkeit der Zellletlitat von der MG-132
Konzentration

30
o mTE-7
e
© W SEG-1
3
\C}c\: 10

u]
5 10
MG-132 [uM]

Abb. 4.11 Konzentrationsabhangiger Effekt des Proteasominhibitors MG-132 auf die Zellletalitdt der Zelllinien TE-
7 und SEG-1. Die Zellen wurden mit den MG-132 Konzentrationen 5 uM und 10 uM Uber 24 h behandelt. Danach
erfolgte die Analyse der Zellvitalitat mit Hilfe der Trypanblaumethode. Hierzu wurden die Gesamtzahl der Zellen und
die Anzahl der gefarbten (letalen) Zellen bestimmt. Der Prozentsatz der gefdrbten Zellen entspricht dem Anteil
letaler Zellen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus mind. zwei unabhangigen Versuchsansiatzen mit der

einfachen Standardabweichung.
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Auch hier galt, dass Gber 90 % der Zellen die Behandlungsdauer vital Gberstehen mussten.
Deshalb wurde im weiteren Verlauf mit der Konzentration von 5 UM gearbeitet, da hier eine

Letalitat von 7,4 % bei TE-7 und von 6,3 % bei SEG-1 erreicht wurde.

Beide Zelllinien wurden {iber 24 h mit 5 uM MG-132 behandelt. AuRerdem liefen je eine Kon-
trolle, ein Ansatz mit der Kombination aus 5 uM MG-132 und 0,05uM LBH589, eine isoliert
LBH589-Behandlung und ein Ansatz mit DMSO parallel mit. Im Folgenden sind die Ergebnisse

dargestellt.

%OJ
&
2 N
O oL x

)
ST CHEENC LGRS o)
(SRR SN
|‘_ — e —l TE-7

Chk1 1 1,15 0,7 0,37 0,99 X-fache der Kontrolle

[ — w— | SEG-1
1 0,9 0,36 0,27 0,97 X-fache der Kontrolle

Abb. 4.12 Effekt des Proteasominhibitors MG-132 auf die Konzentration des Chk1-Proteins der Zelllinien TE-7 und
SEG-1 unter LBH589-Behandlung nach 24h. Die Zellen wurden fiir 24 h mit den jeweiligen Substanzen, bzw. Sub-
stanzkombinationen behandelt. Dabei betrug die Konzentration des MG-132 5 uM und die des LBH589 0,05 uM.
Das DMSO wurde in der gleichen Menge, wie das MG-132 verabreicht. Die Kontrolle entspricht einer unbehandel-
ten Kontrollgruppe. Untersucht wurde das Protein Checkpointkinase 1. Die Mengenkontrolle des Gesamtproteins
verlief in diesem Versuch nicht ber B-Actin, sondern Uber das Einsetzen gleicher Zellzahlen wahrend der

Zellpelletgewinnung (siehe 3.1.4).

Unter der isolierten LBH589-Behandlung kommt es in beiden Zelllinien zu einer deutlichen
Abnahme in der Chk1-Proteinkonzentration (in TE-7 auf 37 %, in SEG-1 auf 27 % der Kontrolle).
In TE-7 hat die Chk1-Bande unter der kombinierten Behandlung von MG-132 und LBH589 eine
Starke von 70 % der Kontrolle und ist somit deutlich ausgepragter als unter dem alleinigen
Einfluss von LBH589 (37 % der Kontrolle). Die Behandlung mit MG-132 fihrt in TE-7 zu einem
Anstieg um 10 % des Proteingehalts der Kontrolle. Unter der Behandlung mit DMSO kann eine
Abnahme um 1 % verzeichnet werden, so dass davon aus zu gehen ist, dass diese Substanz

keinen Einfluss auf den CHk1-Proteingehalt nimmt. Ahnlich verhilt es sich in der Zelllinie SEG-
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1, wo unter DMSO-Einfluss Chk1 auf 97 % des Kontroll-Proteingehalts sinkt. Unter dem Einfluss
von MG-132 kommt es zu einer Abnahme auf 95 %. Im Gegensatz zur Zelllinie TE-7 fuhrt die
gleichzeitige Behandlung mit MG-132 und LBH589 in SEG-1 nicht zu einer Zunahme an Chk1-
Protein (Abfall der CHk1-Konzentration auf 36 % der Kontrolle).

4.4 Einfluss von LBH589 auf das Apoptoseverhalten der Zelllinien TE-7 und
SEG-1

4.4.1 Untersuchung der Apoptoseraten mittels Durchflusszytometrie

Die Zelllinien TE-7 und SEG-1 wurden hinsichtlich ihres Apoptoseverhaltens unter LBH589-
Behandlung mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei wird sich die Eigenschaft
apoptotischer Zellen zu Nutze gemacht, das Membranlipid Phosphatidylserin von der Innensei-
te auf die Aulenseite der Zellmembran zu translozieren. Es wurden mind. zwei unabhéngige
Versuchsansatze durchgefiihrt. Im Folgenden sind die Ergebnisse zum einen beispielhaft in
Form von Dotplots dargestellt, zum anderen sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
samtlicher Messungen in Diagrammform dargestellt. Die Apoptoserate bildet sich aus der
Summe der Annexin-V-positiven (lower right) und Annexin-V und Propidiumiodid-positiven

(upper right) Zellen (siehe auch 3.3.2).
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Abb. 4.13 Darstellung der Apoptoseraten der Zelllinie TE-7 unter LBH589-Behandlung (A +B). In A Darstellung der
Ergebnisse in Form von Dotplots. In B Auftragung der Mittelwerte aller Messungen im Balkendiagramm mit Stan-
dardabweichung. Die Zellen wurden fiir 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. Zu jedem Zeitpunkt
erfolgte die Detektion apoptotischer Zellen mittels Annexin-V-Farbung und Durchflusszytometrie (siehe 3.3.2).

* Signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle vorhanden.
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Die Untersuchung der Apoptoseraten unter LBH589-Behandlung zeigt in der Zelllinie TE-7 eine
deutliche Zunahme an apoptotischen Zellen Uber die Zeit. Nach 6 h Behandlungsdauer ist der
Anteil an apoptotischen Zellen in der behandelten und der Kontrollgruppe mit 6 %, bzw. 6,8 %
anndhernd gleich und damit nicht signifikant (p > 0,05). Im weiteren Verlauf dndert sich dies.
Nach 24 h gibt es einen signifikanten Unterschied (p < 0,05), unter den behandelten Zellen sind
32,8 % in Apoptose, in der Kontrollgruppe liegt dieser Anteil bei 11,2 %. Weitere 24 h spater
sind unter den LBH589 behandelten Zellen 62,9 %, die sich in Apoptose befinden. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe 16st LBH589 Apoptose mit deutlicher Signifikanz in der Zelllinie TE-7 aus (p <
0,001).

Fir die Zelllinie SEG-1 sehen die Ergebnisse folgendermalien aus.
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Abb. 4.14 Darstellung der Apoptoseraten der Zelllinie SEG-1 unter LBH589-Behandlung (A +B). In A Darstellung
der Ergebnisse in Form der Dotplots. In B Auftragung der Mittelwerte aller Messungen im Balkendiagramm mit
Standardabweichung. Die Zellen wurden fir 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 UM LBH589 behandelt. Zu jedem Zeitpunkt
erfolgte die Detektion apoptotischer Zellen mittels Annexin-V-Farbung und Durchflusszytometrie (siehe 3.3.2).

* Signifikanter Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle vorhanden.

Nach sechsstiindiger LBH589-Behandlung findet sich ein Anteil an apoptotischen Zellen von 3,4
%, in der unbehandelten Kontrollgruppe 3,5 %. In der Kontrolle bleibt dieser Anteil nach 24 h
bei 5,7 %. Unter LBH589-Einfluss steigt die Apoptoserate auf 11,2 %. Nach 48 h kommt es
erstmalig zu einem signifikanten Unterschied in der Apoptoserate (p < 0,05) zwischen der Be-
handlung mit LBH589 (16 %) und der Kontrollgruppe (4,7 %); bei fehlender Aktivierung der
Caspase 3 in dieser Zelllinie muss die Apoptoseinduktion hier einen Caspase 3 unabhangigen

Weg nehmen.

4.4.2 Analyse der Expression weiterer apoptosespezifischer Proteine

Im Kapitel 4.2 wurden die Ergebnisse der orientierenden Untersuchung der Proteinexpression
der Zelllinien TE-7 und SEG-1 unter Einfluss der LBH589-Behandlung dargestellt. Dabei wurden
bereits apoptoseassoziierte Proteine wie Caspase 3, p53 und p21 untersucht. Im folgenden
Abschnitt sind die Ergebnisse weiterer apoptoseassoziierter Proteine dargestellt, die auf ihr

Expressionsmuster unter LBH589-Behandlung untersucht worden sind.
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Die Caspase 8 ist eine Initiatorcaspase des extrinsischen Weges der Apoptose. Durch die Akti-
vierung des Todesrezeptors (Fas-Protein) durch, z. B. den Fas-Liganden, wird eine Reaktions-
kette in Gang gesetzt, an deren Ende die Aktivierung der Procaspase 8 durch Bindung an Adap-

terproteine steht.

A B
TE-7 SEG-1
K 6h 24h 48h K 6h 24h 48h
Procaspase 8 |We e S
— - -
- -
X-fache der
1 07 0301 el 1 1,4 1 1,2
[— — — — R-Actin [ — — —

Abb. 4.15 Einfluss des HDACI LBH589 auf die Aktivierung der Caspase 8 in den Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B).
Die Zellen wurden (ber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrol-
le. Das ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins. Die Procaspase 8 hat ein Mo-
lekulargewicht von 57 kDa, das der Spaltprodukte (siehe Pfeile) liegt bei 43 und 18 kDa, wobei letzteres das spal-

tungsaktive Fragment darstellt.

Unter dem Einfluss des HDACI LBH589 kommt es in beiden Zelllinien zu einer Spaltung der
Procaspase 8. In TE-7 kommt es zu einer Abnahme der Proteinkonzentration der Procaspase 8
nach 6 h auf 70 %, lGber 30 % nach 24 h, auf 10 % der Kontrolle nach 48 h. Reziprok dazu ver-
hélt sich der Proteingehalt des 43 kDa grofRen Spaltprodukts der Procaspase 8, welches nach
24 h um das 11-fache und nach 48 h um das 20-fache starker ausgepragt ist im Vergleich zum
6-h-Wert. Das spaltungsaktive Fragment (18 kDa) weist nach 48 h das 1,2-fache des Proteinge-
halts des 6-h-Wertes auf. Die Zelllinie SEG-1 legt bei der Procaspase 8 nach 6 h LBH-
Behandlung zunachst auf das 1,4-fache der Kontrolle zu. Nach 24 h wird der gleiche Proteinge-
halt wie der der Kontrolle erreicht, danach steigt die Procaspase 8 auf das 1,2-fache der Kon-
trolle. Bei der 43-kDa-Bande verhalt es sich dhnlich, wie bei der Zelllinie TE-7. Ein Kontrollwert
ist nicht messbar. Der 24-h-Wert ist um das 9,8-fache und der 48-h-Wert um das 14-fache gro-
Rer als der 6-h-Wert. Das spaltungsaktive Fragment (18 kDa) weist nach 48 h das 1,2-fache des

Proteingehalts des 6-h-Wertes auf.
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Die Procaspase 9, die Initiatorcaspase des intrinsichen Wegs der Apoptose, verbindet sich un-
ter proapoptotischen Stimuli mit Apaf 1 und aus den Mitochondrien freigesetztem Cyctochrom
¢ zum sogenannten Apoptosom. Dieser Komplex spaltet einerseits die Procaspase 9 in ihre
aktive Form, woraufhin andererseits eine Kaskade durch die Aktivierung von Effektorcaspasen,

wie z. B. die Caspase 3, ausgelést werden kann.
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—-— Y e Procaspase 9 | —— — —
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Abb. 4.16 Einfluss des HDACI LBH589 auf die Aktivierung der Caspase 9 in den Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B).
Die Zellen wurden (ber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrol-
le. Das ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins. Die Procaspase 9 hat ein Mo-

lekulargewicht von 47 kDa, das des spaltungsaktiven Fragments (siehe Pfeil) liegt bei 35 kDa.

In beiden Zelllinien kann unter der Behandlung mit LBH589 das 35 kDa grof3e spaltungsaktive
Fragment der Caspase 9 nachgewiesen werden, auch wenn es Unterschiede in der Menge des
Spaltproduktes gibt. Eine Ratio kann fir die Spaltprodukte nicht angegeben werden, weil in der
Kontrolle und bei dem 6-h-Wert keine Banden densitometrisch detektiert werden konnten. Es
lasst sich eine komplette Aktivierung der Procaspase 9 in TE-7 nach 48 h feststellen, da fast
ausschlieBlich nur noch das spaltungsaktive Fragment (35 kDa) nachzuweisen ist. In der Zellli-
nie SEG-1 steigt der Proteingehalt der Procaspase 9 zuerst auf das 1,4-fache der Kontrolle,
nach 24 h auf das 2,6-fache und sinkt dann nach 48 h wieder auf das 1,9-fache des Gehalts der
Kontrolle. Bei einer signifikanten Apoptoseinduktion ohne Aktivierung der Caspase 3 in der
Zelllinie SEG-1 ist evtl. die hierarchische Gliederung der Caspasen aufgehoben und Caspase 8

oder 9 Gibernehmen hier die Funktion einer Effektorcaspase.
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4 Ergebnisse

Neben den Caspasen spielt eine weitere Proteinfamilie eine wichtige Rolle in der Regulierung
der Apoptose. Bei der Bcl-2-Proteinfamilie handelt es sich um kleine regulatorische Proteine,
wobei einige pro- und andere antiapoptotisch wirksam sind. Untersucht wurden das
antiapoptotische Bcl-2 und das proapoptotische Bax. Dabei ist eine hohe Bax/Bcl-2 Ratio mit

einer erhohten Sensibilitat fir eine Apoptoseinduktion assoziiert.
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Abb. 4.17 Einfluss des HDACI LBH589 auf den Bcl-2-Proteingehalt in den Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die
Zellen wurden (ber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle.

Das ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins.

In TE-7 lasst sich weder in der Kontrolle noch unter LBH589-Behandlung Bcl-2 nachweisen.
Dagegen findet in der Zelllinie SEG-1 ein Anstieg des antiapoptotischen Proteins statt. Dieser
beginnt mit einer Zunahme des Proteingehalts um das 1,5-fache der Kontrolle nach 6 h und
setzt sich mit dem 2,1-fachen nach 24 h weiter fort. Nach weiteren 24 h wird das 4,2-fache an

Bcl-2-Protein der Kontrolle erreicht.

Folgend die Ergebnisse flir das proapoptotische Protein Bax.

A B
TE7 SEG-1
K 6h 24h 48h K 6h 24h 48h
| |  Bax  [|m» |
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Abb. 4.18 Einfluss des HDACI LBH589 auf den Bax-Proteingehalt in den Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die Zellen
wurden Uber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle. Das

ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins.
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4 Ergebnisse

Der Bax-Proteingehalt von TE-7 nimmt nach 6 h zunachst auf 90 % der Kontrolle ab, steigt nach

24 h auf 110 % der Kontrolle an und sinkt anschlieRend nach 48 h wieder auf 90 % der Kontrol-

le ab. Aufgrund des Fehlens von Bcl-2 in dieser Zelllinie spielt die Bax/Bcl-2 Ratio in der Zelllinie

TE-7 keine Rolle. In der Zelllinie SEG-1 dagegen ist eine kontinuierliche Konzentrationsabnah-

me von Bax zu verzeichnen. Nach 6 h Behandlungsdauer mit LBH589 lasst sich eine Bax-

Konzentration von 70 % der Kontrolle messen. Diese nimmt weiter ab und liegt nach 24 h bei

60 % und nach 48 h bei 50 % der Kontrolle.

Tab. 9 Bax/Bcl-2 Ratio

Kontrolle

6 h LBH589

24 h LBH589

48 h LBH589

Bax/Bcl-2 Ratio

1,58

0,76

0,45

0,18

Die Bax/Bcl-2 Ratio verschiebt sich bei der Zelllinie SEG-1 unter der LBH589-Behandlung zu

Gunsten eines antiapoptotischen Verhaltnisses.
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4 Ergebnisse

Der Verlust der chromosomalen Integritat durch DNA-Doppelstrangbriiche fihrt zu einer spezi-
fischen Phosphorylierung des Histons H2AX am Serin 139. Diese modifizierte Form wird auch
als y-H2AX bezeichnet. Kann dieser Marker nachgewiesen werden, ist das ein friiher Hinweis
auf die Entwicklung einer Apoptose. Da in der densitometrischen Auswertung bei beiden Zell-
linien kein Wert fur die Kontrolle gemessen werden konnte, wurde der 6 h Wert als Referenz-

wert verwendet.
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Abb. 4.19 Einfluss des HDACI LBH589 auf die Menge an ¥-H2AX in den Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die Zellen

wurden Uber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle. Das

ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins.

In der Zelllinie TE-7 kommt es unter LBH589-Behandlung zu einer Bildung von y-H2AX. Zu-
ndchst ist nach 6 h eine sehr schwache Bande darstellbar. Nach 24 h kommt es zu einer 25-
fachen Zunahme an y-H2AX im Vergleich zum 6-h-Wert. Im weiteren Verlauf nimmt die Ban-
denstarke wieder ab, ist nach 48 h aber immer noch 5-fach hoéher als beim 6 h Wert. In der
Zelllinie SEG-1 kommt es Uber die Zeit kaum zu einer Veranderung in der absoluten Menge von
Doppelstrangbriichen. Nach 24 h kommt es im Vergleich zum 6 h Wert zu einer 4-fachen Zu-

nahme an y-H2AX, wahrend nach 48 h wieder der Zustand des 6 h Wertes erreicht wird.

4.5 Zellzyklusanalyse der Zelllinien TE-7 und SEG-1 unter Einfluss von LBH589

Die Regulation des Zellzyklus kann in Krebszellen nicht mehr vom Organismus kontrolliert wer-
den. Daher ist es von besonderem Interesse, den Einfluss des Histondeacetylase-Inhibitors
LBH589 auf den Zellzyklus der beiden Karzinomzelllinien TE-7 und SEG-1 zu untersuchen. Es

wurden jeweils mind. zwei unabhangige Versuchsansatze durchgefiihrt.
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4.5.1 Zellzyklusanalyse mit Hilfe der Durchflusszytometrie

4 Ergebnisse

Es folgen die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse der Zelllinie TE-7, die mit Hilfe der

Durchflusszytometrie erhoben wurden. Die Ergebnisse sind zum einen in Form von Histog-

rammen, zum anderen in Diagrammform dargestellt.
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Abb. 4.20 Zellzyklusanalyse der Zelllinie TE-7 unter LBH589-Behandlung (A, B). Die Zellen wurden (iber 6 h, 24 h

und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. AnschlieBend wurde wie unter 3.3.1 beschrieben die Zellzyklusanalyse

durchgefiihrt. In A Darstellung der Ergebnisse in Form von Histogrammen. In B sind die Mittelwerte der Ergebnisse

der Durchflusszytometrie dargestellt. Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten.
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4 Ergebnisse

Man erkennt eine Normalverteilung der Zellen bzgl. der Zellzyklusphasen in den Versuchsan-
satzen der Kontrollgruppe, mit der grofBten Fraktion der Zellen in der G1-Phase. Die Behand-
lung der Zelllinie TE-7 mit dem HDACI LBH589 fiihrt zu einer Verschiebung der Zellen innerhalb
des Zellzyklus zu Gunsten der G2-Phase. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe befinden sich nach
sechsstiindiger Behandlungsdauer 13,3 %, nach 24 h 10,7 % mehr Zellen in der G2-Phase. Die-
ser Trend setzt sich nach 24 h weiter fort. Vergleicht man die Zeitwerte 6 h und 24 h der be-
handelten Gruppe untereinander, stellt man fest, dass der Anteil der Zellen in der G2-Phase
anndhernd stabil bleibt. Im Gegensatz dazu kommt es zu einer Abnahme in der S-Phase (8,6 %)
und in der G1-Phase (5 %), wobei sich diese Anteile in die Pre-G1-Region verschieben. Nach 48
h iberwiegt eindeutig mit 57,3 % der Anteil, der sich in der Apoptose befindet. Im Vergleich
der Zeitwerte 24 h und 48 h der behandelten Gruppen untereinander nimmt die G2-Phase
relativ mit 70 % am starksten ab. Um 41 % verkleinert sich der Anteil der S-Phase, um 31 % der

wafl

der G1-Phase. Es kommt also nach einem G2-Arrest, der p21™'"-unabhangig lber die Aktivie-

rung der Chk1 (p-Chk1) erfolgt, zu einem Fortschreiten in die Apoptose.

Folgend die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse der Zelllinie SEG-1.
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B SEG-1 Zellzyklusanalyse
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Abb. 4.21 Zellzyklusanalyse der Zelllinie SEG-1 unter LBH589-Behandlung (A, B). Die Zellen wurden tiber 6 h, 24 h
und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. AnschlieBend wurde wie unter 3.3.1 beschrieben die Zellzyklusanalyse
durchgefiihrt. In A Darstellung der Ergebnisse in Form von Histogrammen. In B sind die Ergebnisse der

Durchflusszytometrie dargestellt. Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten.

Die Zelllinie SEG-1 lasst ebenfalls in den Versuchsansatzen der Kontrollgruppe eine normale
Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen erkennen. Unter der Behandlung
mit LBH589 zeigt sich nach der Behandlungsdauer von 24 h eine Akkumulation der Zellen in
der G1-Phase. Dieser G1-Arrest findet p21**™-abhingig statt (vergleiche 4.2). Bei 24 h befinden
sich 73 % der behandelten Zellen in der G1-Phase, im Gegensatz zu 59 % in der Kontrollgruppe.
Eine Verschiebung in die Pre-G1 Region, und somit in die Apoptose, findet zu diesem Zeitpunkt
in keinem nennenswerten Malle statt. Diese Verschiebung setzt erst nach 48-stiindiger Be-
handlungsdauer ein, wo sich nun 18 % der Zellen in Apoptose befinden. AuRerdem kommt es

wafl_Konzentration. Es befinden

zu einer Leerung der G1-Phase, bei gleichzeitig sinkender p21
sich nach 48 h LBH589-Behandlung 29 % weniger Zellen in der G1-Phase, im Vergleich zur Kon-

trolle. Ein Anteil von 11 % der Zellen aus der G1-Phase gehen in die S-Phase uber.

4.5.2 Zellzyklusanalyse mit Hilfe des mitosespezifischen Antikérpers gegen phospho-H3
Der Nachweis von Phosphatgruppen am Histon 3 (p-H3) ist ein sicherer Hinweis fiir die Chro-
mosomenkondensation, die wahrend der Mitose und Meiose auftritt. Beide Zelllinien wurden

auf diesen mitosespezifischen Marker hin untersucht.
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Abb. 4.22 Einfluss des HDACI LBH589 auf den Gehalt an p-H3 in den Zelllinien TE-7 (A) und SEG-1 (B). Die Zellen
wurden Uber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. K entspricht der unbehandelten Kontrolle. Das

ubiquitar exprimierte B-Actin dient als Mengenkontrolle des Gesamtproteins.

Unter dem Einfluss von LBH589 findet sich in der Zelllinie TE-7 ein unbestdndiger Verlauf im
Gehalt von p-H3. Die Menge an p-H3 sinkt nach sechsstiindiger Behandlung auf 40 % des Kont-
rollgehalts an p-H3 ab. Ein Zeitpunkt an dem die Chk1l maximal aktiviert ist (p-Chk1), wodurch
ein G2-Arrest - p21*°™-unabhingig - durch die Zellzyklusanalyse nachgewiesen werden konnte.
Nach 24 h steigt der Gehalt auf 80 % der Kontrolle an, um dann wieder abzufallen und nach 48
h nur noch 20 % des Kontrollwertes zu betragen. In der Zelllinie SEG-1 dagegen kommt es zu
einer kontinuierlichen Abnahme an p-H3. Diese beginnt nach 6 h mit 70 % des Kontrollgehalts,
setzt sich nach 24 h mit 60 % der Kontrolle weiter fort und endet mit einer Menge an p-H3 von

6 % der Kontrolle nach 48 h.

4.6 Einfluss von LBH589 auf die transkriptionelle Regulation in den Zelllinien
TE-7 und SEG-1

Um eine Aussage dariber treffen zu kdnnen, ob die Beeinflussung der Expression der Proteine

Chk1 und p21 auf transkriptioneller Ebene stattfindet, wurde fiir beide Proteine eine quantita-

tive Real-Time-PCR (siehe3.5.4) durchgefiihrt. Die unter 4.6.1 und 4.6.2 dargestellten relativen

Veranderungen der Genexpression (Ratios) wurden nach folgender Formel berechnet:

2(Rt»Et) / 2(Rn—En)

Dabei gibt Rt die treshold cycle Nummer des Kontrollgens (82-MG) und Et die des untersuchten
Gens (Chk1, bzw. p21) in LBH589-behandelten Zellen an. Rn und En entsprechen den Werten

in den unbehandelten Kontrollen.
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4 Ergebnisse

4.6.1 Untersuchung der Checkpointkinase-1-Expression auf mRNA-Ebene
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Analyse der Chk1-Expression auf mRNA-Ebene der Zellli-

nien TE-7 und SEG-1 dargestellt.

Chk1-Expression unter LBH589-Einfluss
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Abb. 4.23 Untersuchung der Chk1-Expression auf mRNA-Ebene der Zelllinien TE-7 und SEG-1 unter Einfluss von
LBH589. Die Zellen wurden Uber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. AnschlieBend wurde wie unter
3.5.3 und 3.5.4 beschrieben eine Quantitative Real-Time-PCR durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung der relativen Genexpression von mindestens zwei unabhdngigen Versuchsansatzen. * Signifi-

kanter Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle vorhanden.

In beiden Zelllinien kommt es zu einer Herunterregulation der Expression der Chk1-mRNA un-
ter der Behandlung mit LBH589. Nach sechsstiindiger Behandlungsdauer kommt es in TE-7 zu
einer Repression auf das -2,6-fache und in SEG-1 auf das -1,9-fache der Kontrolle. Zum nachs-
ten Zeitpunkt senkt die Zelllinie TE-7 die Expression von Chk1l-mRNA auf das 4,5-fache und
SEG-1 auf das 8,2-fache des Kontrollwertes. Hierbei ist in den TE-7-Zellen die Abnahme im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant (p>0,05). Nach 48 h werden schlieBlich das -24,5-

fache in TE-7 und das -6,3-fache der Kontrolle in SEG-1 erreicht.
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4.6.2 Untersuchung der p21“*"-Expression auf mRNA-Ebene
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Untersuchung der p21“*"-Expression auf mRNA-Ebene

der Zelllinien TE-7 und SEG-1 dargestellt.

p21¥afl-Expression unter LBH589-Einfluss
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Abb. 4.24 Untersuchung der le‘"afl-Expression auf mRNA-Ebene der Zelllinien TE-7 und SEG-1 unter Einfluss von
LBH589. Die Zellen wurden {ber 6 h, 24 h und 48 h mit 0,05 uM LBH589 behandelt. Anschliefend wurde wie unter
3.5.3 und 3.5.4 beschrieben eine Quantitative Real-Time-PCR durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung der relativen Genexpression von mindestens zwei unabhdngigen Versuchsansatzen. * Signifi-

kanter Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle vorhanden.

LBH589 nimmt ebenfalls Einfluss auf die Expression der p21**™-mRNA. Nach 6 h Wirkdauer
steigt in der Zelllinie TE-7 die Genexpression auf das 2,7-fache und in SEG-1 nur auf das 1,6-
fache der Kontrolle an. Danach sinken die Werte ab auf das 2-fache in TE-7 und auf das 1,2-
fache des Kontrollwertes in SEG-1, wobei in beiden Zelllinien diese Tendenz im Vergleich zur
Kontrolle nicht signifikant ist (p > 0,05). Nach 48 h kommt es in beiden Zelllinien zu einer Ab-
nahme in der Genexpression. In TE-7 verringert sich die Menge an mRNA annahernd auf das 3-
fache und in SEG-1 auf das 1,4-fache der Kontrolle. In den SEG-Zellen ist diese Abnahme nicht

signifikant (p > 0,05).
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5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Apoptoseinduktion mittels LBH589 in den Zelllinien TE-7 und SEG-1

In dieser Studie soll u. a. das AusmaR der Apoptoseinduktion durch den HDACI LBH589 in Zel-
len der Zelllinie TE-7 (Plattenepithelkarzinom des Osophagus) und der Zelllinie SEG-1 (NSCLC)
untersucht werden. Im Vergleich zur Zelllinie TE-7, die ein Funktionsverlust des p53-Gens
kennzeichnet, kommt es in der p53-Wildtyp Zelllinie SEG-1 unter dem Einfluss von LBH589 zu
einer sehr viel geringer ausgepragten und spater einsetzenden Apoptoseantwort (siehe 4.4).
Anhand der in dieser Studie untersuchten Proteine, |dsst sich fiir jede Zelllinie jeweils eine Hy-
pothese fiir eine spezifische Signalkaskade als Reaktion auf die LBH589-Behandlung aufstellen.
Dabei stellte sich heraus, dass der jeweilige p53- und Chk1-Status entscheidenden Einfluss auf

die Starke der Signalantwort nimmt.

Caspasen sind eine Gruppe von wichtigen Proteasen, die im Rahmen der Apoptoseinduktion
eine zentrale Rolle einnehmen. In der Zelllinie TE-7 kann eine Aktivierung der Caspasen unter
LBH589-Behandlung nachgewiesen werden. Sowohl Caspase 9 als Initiatorcaspase des intrinsi-
schen Weges der Apoptose, als auch Caspase 8 als Initiatorcaspase des extrinsischen Weges
werden nach 24 h LBH589-Wirkung aktiviert. Entsprechend ist die Spaltung und somit Aktivie-
rung der Effektorcaspase 3 nach 24 h Behandlungsdauer deutlich zu dokumentieren. Die Hoch-
regulation der Expression von Todesrezeptoren und ihrer Liganden durch HDACI und damit
eine Bahnung des extrinsischen Weges der Apoptose beschrieb bereits Nakata et al/ 2004.
Dennoch wird die Aktivierung des intrinsischen Weges als der Hauptmechanismus der Apopto-
seinduktion durch HDACI angesehen® *°. Durch das Auftreten von y-H2AX nach 24 h Behand-
lungsdauer werden DNA-Schaden nachgewiesen, die ihrerseits einen weiteren apoptotischen
Stimulus darstellen. Unter dem Einfluss von LBH589 kommt es in der Zelllinie TE-7 nicht nur zu
einer Aktivierung der Caspasen, sondern auch zu einem irreversiblen Anstol$ der apoptoti-
schen Signaltransduktion. In der Zelllinie SEG-1 kommt es ebenfalls zu einem Nachweis der
spaltungsaktiven Fragmente der Caspase 8 und 9 nach 24 h und 48 h, jedoch in sehr viel gerin-
gerer Auspragung im Vergleich zur Zelllinie TE-7. Schaut man sich die Endstrecke dieser Kaska-
de in Form der Caspase 3 an, muss man feststellen, dass der apoptotische Stimulus durch

LBH589 in der Zelllinie SEG-1 nicht dazu fihrt, die Caspase 3 im gleichen Umfang, wie in der
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Zelllinie TE-7 zu aktivieren. Die Apoptoseinduktion in SEG-1 nach 48 h muss hier unabhangig
von der Caspase 3 verlaufen. Eventuell ist in diesem Fall die strenge hierarchische Gliederung
der Caspasen aufgehoben und Caspase 8 und/ oder 9 fungieren als Effektorcaspase. Der
Nachweis von y-H2AX gelingt nur in minimalen Mengen, so dass bei vorhandenem p53 auf ein

funktionierendes DNA-Reparatursystem in der Zelllinie SEG-1 zu schliel3en ist.

Im Rahmen der Apoptoseinduktion ist auRerdem die Bcl-2-Proteinfamilie von Interesse. Es ist
bekannt, dass ein hoher Gehalt an Bcl-2 einen Resistenzmechanismus bei der Behandlung mit
HDACI darstellt. Bcl-2 kann proapoptotische Proteine wie Bax neutralisieren, wirkt stabilisie-
rend auf die Mitochondrienmembran und kann durch Bindung an das c-terminale Ende von
Apaf-1 dessen Assoziation mit der Caspase 9, und somit die Aktivierung dieser Caspase verhin-
dern® % 1 |m Vergleich der beiden Zelllinien miteinander ist deutlich zu sehen, dass TE-7
mit einer hohen Apoptoserate von 62 % nach 48 h zu keinem Zeitpunkt Bcl-2 exprimiert und
somit nicht Gber diesen Resistenzmechanismus verfligt. Im Gegensatz dazu die Zelllinie SEG-1.
Die Bax/Bcl-2 Ratio wird tber die Zeit der LBH589-Behandlung immer kleiner und ein damit
zunehmend antiapoptotisches Verhaltnis hergestellt. Dennoch wird nach 48 h erstmalig Apop-
tose signifikant nachgewiesen, jedoch liegt die Rate an apoptotischen Zellen mit 14,5 % deut-
lich unter der Rate der Zelllinie TE-7 (62 %). Die Zelllinie SEG-1 verflgt somit Uber den be-
schriebenen Bcl-2 abhadngigen Resistenzmechanismus, der die HDACI-Wirkung abschwacht. In
der Literatur wird auBerdem berichtet, dass HDACI proapoptotische Proteine, wie Bim, Bak

und Bax hochregulieren™? %3

. In der vorliegenden Arbeit kann diese Aussage in Bezug auf das
Bax-Protein nicht bestdtigt werden, da in der Zelllinie TE-7 der Bax-Proteingehalt unter
LBH589-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle anndhernd konstant bleibt. Ein besonderer
Einfluss von Bax auf die hohen Apoptoseraten in dieser Zelllinie ist damit wenig wahrschein-
lich. In der Zelllinie SEG-1 ist mit Beginn der LBH589-Applikation eine Abnahme des proapopto-
tischen Proteins zu verzeichnen. Diese Abnahme von Bax ist mit grofRer Wahrscheinlichkeit Bcl-

2 vermittelt, und bestéatigt somit den Bcl-2 abhdngigen Resistenzmechanismus der Zelllinie

SEG-1 gegeniiber HDACI.

wafl

Bisher wurde die p53-unabhangige Induktion der p21™*"-Expression unter HDACI-Therapie als

wichtige Ursache fiir den Erfolg der HDACI-Behandlung angesehen™* **°. In der Zelllinie TE-7
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wafl

kommt es unter der LBH589-Behandlung bei einem niedrigen Ausgangswert von p21™®" in der

Kontrolle zu einer maximalen Zunahme um 70 % des Kontrollwertes. Die Analyse der mRNA-
Expression zeigt, dass dies zunachst tatsdchlich durch eine Induktion der Expression bedingt
ist. Nach 24 h Behandlungsdauer bleibt die Tendenz ebenfalls bei einer Zunahme an p21*°-
MRNA, jedoch ist diese nun nicht mehr signifikant. Neben der LBH589 bedingten Stimulation

wafl

fehlt p53 in dieser Zelllinie als starkster Induktor fiir die p21™*"-Expression. Aber gerade diese

Zelllinie mit einer eher geringen p21"""‘f:l

-Induktion - im Vergleich zu der Zelllinie SEG-1 - rea-
giert auf die Behandlung mit dem HDACI LBH589 mit einem erfolgreichem AnstoR der apopto-
tischen Signalkaskade, die zu einer hohen Apoptoserate von 62 % nach 48 h Behandlungsdauer
fuhrt. Der bekannte Therapieeffekt tiber die p21**™-Induktion, wird in dieser Zelllinie v. a. Gber
die Degradation der Chk1 erzielt. Die Ergebnisse sind vielversprechend, da Tumorzellen haufig

wafl

im p53-Gen mutiert sind und der p21™"-Promoter haufig durch epigenetische Modifikationen

inaktiviert ist’” . In der Zelllinie SEG-1 kommt es nach 24 h LBH589-Behandlung zu einer

wafl

starken Zunahme an p21"*"-Protein. Der Gehalt an p53 nimmt im Verlauf gering zu (vergleiche
4.2). Es ist festzuhalten, dass in der Zelllinie SEG-1 p21**™ als potenter CdK-Inhibitor und wich-
tiges Regulatorprotein in der Stressantwort auf zellschddigende Einfliisse zunachst deutlich
hochreguliert werden kann. Neben der LBH589-Wirkung ist in dieser Zelllinie p53, als starker
Stimulator von p21**", vorhanden. Entsprechend kann es zu einer effektiven antiapoptoti-
schen und antiproliferativen Stressantwort kommen. Jedoch fallt auch in der Zelllinie SEG-1
nach 48 h LBH589-Behandlungsdauer der Gehalt an p21"‘”"f:l im Vergleich zum 24 h Wert deut-

wafl

lich ab. Gleichzeitig mit dem p21™*'*-Abfall ist Apoptose erstmalig signifikant mit einer Rate von
14,5 % nachzuweisen. AuRerdem kommt es zu einem Fortschreiten der Zellen im Zellzyklus,
aber ohne Eintritt in die Mitose (siehe 5.3). Der hohe p21‘”af1—SpiegeI hat die Zelllinie SEG-1 bis
zu diesem Zeitpunkt durch seine antiproliferative und dadurch in diesem Fall auch
antiapoptotische Wirkweise, neben anderen Faktoren, vor dem Zelltod geschiitzt. Die Untersu-

wafl

chung der p21"*""-Expression auf mRNA-Ebene deutet zwar eine transkriptionelle Repression
bei 48 h an, jedoch ist die Abnahme der p21**™-mRNA nicht signifikant. Es ist bekannt, dass
p21**™ Gber Phosphorylierung und Ubiquitinierung destabilisiert wird, in dem es dem
proteasomalen Abbau zugefithrt wird™® *’. Auch wurde von einer Ubiquitin-unabhingigen

proteasomalen Degradation von p21Wafl berichtet™®. Bisher ist die Induktion der p21wafl-
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MRNA-Expression Uber das Wegfallen der Promoter-Repression durch HDACI1-Wirkung be-

1> 0b der HDACI LBH589 iiber einen dieser proteasomalen Abbauwege die Abnahme in

kannt
der p21waf1-Konzentration bei 48 h bewirkt bleibt eine Hypothese und bedarf der experimen-

tellen Verifizierung.

5.2 Unterschiede in den Degradationsmechanismen der Checkpointkinasel

der Zelllinien TE-7 und SEG-1

In dieser Studie wird auRerdem die besondere Rolle der Checkpointkinase 1 in der LBH589-
abhangigen Apoptoseinduktion in den Zelllinien TE-7 und SEG-1 untersucht. In der Zelllinie
SEG-1 kommt es unter dem Einfluss von LBH589 zu einem deutlichen Riickgang in der Chk1-
Konzentration nach 48 h auf 20 % der Kontrolle. Auch ist zu keinem Zeitpunkt die
phosphorylierte und damit aktivierte Chk1l-Form (p-Chk1) nachweisbar. Gottifredi et al be-
schrieben 2001, dass p53 in Abhdngigkeit von p21 eine Herunterregulation von Chk1 bewirkt.

122 Fs ist anzu-

Dabei verlauft diese Suppression vor allem tiber die Regulation der Chk1-mRNA
nehmen, dass in der Zelllinie SEG-1 dieser Weg der Chk1-Regulierung ebenfalls wahrscheinlich
ist, da die mRNA-Expression von Chk1 unter LBH589 zu jedem Zeitpunkt signifikant abnimmt.
Die Experimente mit dem Translations- und Proteasominhibitor zeigen, dass LBH589 in SEG-1
keinen Einfluss auf die Halbwertszeit von Chkl nimmt. Die Ergebnisse dieser Studie sind somit
Ubereinstimmend mit denen von Brazelle et al, die im Dezember 2010 ebenfalls die Repression

der Chkl-Expression als Ursache fiir die LBH589-abhadngige Herunterregulation von Chk1l in

Lungenkarzinom-Zelllinien beschrieben™*?.

In der Zelllinie TE-7 kommt es unter der LBH589-Behandlung ebenfalls zu einer Abnahme von
Chk1, obwohl hier p53 und p21**™ als Suppressoren fehlen, bzw. in geringer Konzentration
vorhanden sind. Es ist bekannt, dass es in Tumorzellen zu einer Uberexpression von Chkl
kommt. AuRerdem wird eine intakte Chk1-Funktion als lebenswichtig fiir Tumorzellen angese-
hen, die bereits haufig in der Regulation der normalen Zellzyklus-Kontrollpunkte gestort
sind™’. Diese Situation ist bei TE-7 mit der funktionellen Abwesenheit von p53 und p21**"
eindeutig gegeben. In kolorektalen Karzinomen, die einen p53-Funktionsverlust haben, sind
hohe Konzentrationen von Chk1 verbunden mit einer geringeren Apoptoserate'®. Poehlmann

et al zeigten 2010, dass eine Chk1-Aktivierung kolorektale HCT116-Zellen mit fehlendem
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% Nach sechsstindiger

p21**™ vor mitotischer Katastrophe und damit vor dem Zelltod schiitzt
LBH589-Behandlung kompensiert die Chk1-Aktivierung in TE-7 vorerst erfolgreich das Fehlen
von p53 und p21Wafl hinsichtlich der Induktion einer antiapoptotischen und antiproliferativen
Stressantwort: Apoptose findet zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant statt und es befinden sich
40 % weniger Zellen in der Mitose im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe p-H3 4.5.2). Nach 24
h kommt es jedoch zu einer Reduktion der Chk1 und p-Chk1-Proteinmenge. Die Ergebnisse der
Experimente mit dem Translations- und Proteasominhibitor zeigen, dass LBH589 Einfluss auf
die Halbwertszeit der Checkpointkinase 1 in der Zelllinie TE-7 nimmt (siehe 4.3). Unter Transla-
tionsinhibition verkirzt sich die Halbwertszeit um etwa 18 h, da die Abnahme der Chk1-
Proteinbande bereits deutlich nach 6h, statt erst nach 24 h Behandlungsdauer beginnt (siehe
4.3.1). Ursachlich dafiir ist eine verstarkte proteasomale Degradation von Chk1, dies zeigen die
Versuchsergebnisse des Proteasominhibitors MG-132. Durch die Blockade des Proteasoms
kann der verstarkte Abbau von Chk1 unter LBH589 deutlich riickgangig gemacht werden (siehe
4.3.2.). Es wird eine Chkl-Proteinbande von 70 % der Kontrolle erreicht, wahrend unter der
isolierten LBH589-Bhandlung die Bande nur 37 % der Kontrolle erlangt. Dies zeigt, dass in der
Zelllinie TE-7 LBH589 die proteasomale Degradation von Chkl induziert und damit diese Zellen
sensibler fur die Apoptoseinduktion werden. Im Jahr 2005 haben Nomura et al die ubiquiti-
nabhangige proteasomale Degradation von Chk1 bereits als Mechanismus bei der Wirkung von
Geldanamycin auf Glioblastomzellen beschrieben®®. Dennoch kann in TE-7 unter der kombi-
nierten Proteasominhibition und LBH589-Behandlung der Chkl-Abbau nicht vollstandig ge-
hemmt werden. Als weiterer Mechanismus konnte eine signifikant stattfindende transkriptio-
nelle Repression von Chkl nach 6 und 48 h nachgewiesen werden. Bei niedrigem p21**"und
fehlendem p53 ist in dieser Zelllinie die bereits in der Einleitung beschriebene allgemeine
HDACI-Wirkung auf die Genexpression die Hauptursache fir die transkriptionelle Chk1-

Herunterregulation wahrscheinlich.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass es unter LBH589 in der Zelllinie SEG-1 in Abhangig-

wafl

keit von p21 und p53 zu einer kontrollierten transkriptionellen Chk1l-Repression kommt.
Dabei stehen in SEG-1 p53 und p21Wafl fir die Induktion einer antiapoptotischen und antiproli-
ferativen Stressantwort zu Verfligung. Es kommt erst nach 48 h LBH589-Behandlung zu einer

signifikanten Apoptoseinduktion mit einer Rate von 14,5 %. Dagegen die Situation in der
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p21**™- und p53-defizienten Zelllinie TE-7. Hier wird Chk1, als verbleibendes essentielles Regu-
latorprotein, LBH589 vermittelt Gber verschiedene Mechanismen degradiert. Damit wird der
Zelllinie TE-7 das lebenswichtige ,Ersatz“-Regulatorprotein fir p21**™ und p53 entzogen, wo-
durch die Zellen die Kontrolle (iber den Zellzyklus und die Proliferation verlieren und es als

Folge zu einem dramatischen Anstieg in der Apoptoserate kommt.

5.3 Einfluss von LBH589 auf die Zellzyklusregulation

Bei Einwirkung einer schadigenden Noxe fiihren Checkpoint-Regulatorproteine zu einem tem-
pordren Zellzyklus-Arrest und ermoglichen somit eine erfolgreiche Beendigung der DNA-
Reparatur bevor es zur Zellzyklusprogression und dem Wiedereintreten in die Mitose kommt.
Dadurch findet nur bei vollstandig funktionstlichtiger DNA Zellteilung statt. Kann diese Integri-
tat der DNA nicht mehr sicher gestellt werden und die Zelle tritt trotz akkumulierter Schaden
in die Mitose ein, kann dies zum Zelltod aus der Mitose heraus, zur sogenannten mitotischen
Katastrophe fiihren'®. Es hat sich gezeigt, dass der Chk1-abhangige G2-Arrest unterschiedlich

in Abhangigkeit vom p53- und p21*"

-Status verlaufen kann. In Anwesenheit von p53 und
p21"“‘"cl flihrt Chkl zu einem klassischen G2-Arrest, der im Verlauf nach Zellzyklusprogression
zu einem Uberspringen der Mitose, einem Anhalten der Zellen in G1 und somit zur Zellalterung
fuhrt. Die Abwesenheit von p53/ p21Wafl fliihrt zu einem sogenannten spaten G2-Arrest und
nach Fortsetzung des Zellzyklus zu einem Eintreten in die Mitose resultierend in mitotischer

Katastrophe bei geschadigten Zellen™’.

In dieser Studie wurde ebenfalls der Einfluss von LBH589 auf die Zellzyklusregulation der Zellli-
nien TE-7 und SEG-1 untersucht. Nach sechsstiindiger LBH589-Behandlung kommt es in TE-7 zu
einer Akkumulation der Zellen in der G2-Phase. Die Aktivierung von Chk1 fiihrt zu einem spa-
ten G2-Arrest. Der mitosespezifische Antikorper p-H3 zeigt dies mit einem sinkenden Anteil in
Mitose befindlicher Zellen an (40 % der Kontrolle, siehe p-H3 4.5.2). Bedingt durch transkrip-
tionelle Repression und proteasomale Degradation kommt es im weiteren Verlauf aber zu ei-
ner Abnahme von Chk1 und seiner aktiven Form p-Chkl. Der Zelllinie TE-7 fehlt auRerdem p53

137 Beide Faktoren fihren nun dazu,

fir eine dauerhafte Aufrechterhaltung des G2-Checkpoints
dass der G2-M-Checkpoint nicht mehr aufrecht erhalten werden kann. Es kommt zur Zellzyk-

lusprogression in die Mitose, was deutlich durch einen Anstieg an p-H3 nach 24 h LBH589-
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Behandlung wird. Bei gleichzeitigem Nachweis von y-H2AX ist ein Grof3teil der DNA bereits
geschadigt. Die Zellen beginnen aus der Mitose heraus Apoptose zu begehen, resultierend in
mitotischer Katastrophe. Diese Aussage muss sicherlich mit der Analyse weiterer fir den G2-
Checkpoint wichtiger Zellzyklusregulatoren, wie Cyclin B und CDK 2, oder mit dem Nachweis

der mitotischen Katastrophe mittels Immunfluoreszenz verifiziert werden.

Die Zellzyklusanalyse der Zelllinie SEG-1 zeigt ein anderes Bild. Anhand des mitosespezifischen
Markers p-H3 ist eine kontinuierliche Abnahme der Mitoserate (iber die Zeit zu sehen (siehe
4.5.2). Die Zellen beginnen nach 24 h LBH589-Behandlung vermehrt in der G1-Phase zu akku-

wafl

mulieren. Dieses Verhalten ist durch die deutliche Induktion von p21 zum gleichen Zeit-
punkt zu erkldren. SchlieRlich ist p21**™ bekannter MaRen notwendig fiir den p53-vermittelten
G1-Arrest in Tumorzellen®. Die Maglichkeit zur notwendigen DNA-Reparatur bei nachweisba-
ren DNA-Doppelstrangbriichen bekommen die Zellen der Zelllinie SEG-1 durch die Anwesen-
heit von p53. Im weiteren Verlauf kommt es nach 48 h bei gleichzeitigem Riickgang der
p21waf1-Konzentration zu einer Fortsetzung des Zellzyklus, aber nicht zu einem Eintreten in die
Mitose, da p-H3 nicht nach zu weisen ist. Gleichzeitig findet Apoptose erstmalig signifikant
statt. Der Anteil der Zellen in der S-Phase nimmt deutlich zu. Es ist anzunehmen, dass die Zel-
len aus der S- und G2-Phase heraus Apoptose begehen. Bei Fortschreiten des Zellzyklus ist eine

Akkumulation der SEG-1-Zellen am G2-M-Checkpoint zu erwarten. Diese Hypothese bedarf

einer Uberpriifung, da keine Zellzyklusanalyse nach 72 h und spater durchgefiihrt wurde.
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TE-7
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6h S}\
Caspase 8 Caspase9
Caspase 3
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CAD — DNA-Fragmentation
l G2-Arrest
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p-Chkl
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24+48 h :3\ Proteasomale Degradation

Apoptose durch mitotische

—y l Katastrophe

Abb. 5.1 Schema uber die Signalkaskaden unter der Wirkung des HDACI LBH589 in der Zelllinie TE-7. Schwarze
Pfeile: aktiviert/induziert/fuhrt zu; Balken (grau): inhibiert; grau unterlegt und durchgestrichen: Protein nicht

exprimiert/ wird abgebaut. Einzelheiten siehe Text.
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Caspase 8 Caspase 9
Caspase 3 Bel-2
CAD — DNA-Fragmentation
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48 h 1 p21wsft -7 G1-Akkumulation
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Proteasomale
E& Degradation?

pzlwafl \l/
Zellzyklusprogression bis G2-
Checkpoint®* und Apoptose

Abb. 5.2 Schema iiber die Signalkaskaden unter der Wirkung des HDACI LBH589 in der Zelllinie SEG-1. Schwarze
Pfeile: aktiviert/induziert/fihrt zu; schwarzer Pfeil neben Protein: Konzentrationszu- bzw. -abnahme. Balken

(schwarz): inhibiert/reprimiert. * Hypothese, bei fehlenden Daten zur Zellzyklusanalyse > 48 h. Einzelheiten siehe
Text.

73



5 Diskussion

5.4 Zusammenfassung

Nach kardiovaskularen Erkrankungen sind maligne Tumoren die zweithaufigste Todesursache
in der Bundesrepublik Deutschland und deren erfolgreiche Therapie daher von groRem gesell-
schaftlichem und wirtschaftlichem Interesse. Dabei stellen gerade das Lungen- und das
Osophaguskarzinom mit ihren weiterhin unbefriedigenden Therapiemdglichkeiten eine groRe
Herausforderung dar. Bei der Entwicklung neuer Chemotherapeutika konnten mit der Sub-
stanzklasse der Histondeacetylase-Inhibitoren sehr vielversprechende Ergebnisse bei einer
Vielzahl von Tumorentitdten erzielt werden, so auch beim Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom

(NSCLC) und dem Plattenepithelkarzinom des Osophagus.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Moglichkeiten der Apoptoseinduktion mit dem Histon-
deacetylase-Inhibitor LBH589 (Panobinostat) in Zellen der Zelllinie TE-7 (Plattenepithelkarzi-
nom des Osophagus) und der Zelllinie SEG-1 (NSCLC). Fiir diese Studie wurden verschiedene
molekularbiologische und biochemische Methoden, wie Western Blot, Durchflusszytometrie

(Annexin-V, Zellzyklusanalyse), Real-Time PCR und andere, angewandt.

Die Ergebnisse zeigen, dass es im Vergleich zur Zelllinie TE-7, die durch ein Funktionsverlust
des p53-Gens gekennzeichnet ist, in der p53-Wildtyp Zelllinie SEG-1 unter dem Einfluss von
LBH589 zu einer sehr viel geringer ausgepragten und spater einsetzenden Apoptoseantwort
kommt. Desweiteren bewirkt LBH589 eine Abnahme in der Chk1-Konzentration in beiden Zell-
linien, die auf jeweils unterschiedliche Regulationsmechanismen zuriickzufiihren ist, aber ent-

scheidenden Einfluss auf das AusmaR der Apoptoseinduktion nimmt.

Die Zelllinie TE-7 zeichnet sich durch einen Verlust des p53-Gens aus. Mutationen und somit
Funktionsverluste von p53 sind ein haufiges Phanomen in Tumorzellen. Die Ergebnisse dieser

wafl

Arbeit zeigen, da p53 als starker Induktor fiir p21™'"" in dieser Zelllinie fehlt, kann es unter dem
Einfluss von LBH589 nur zu einer geringen Zunahme an p21**™ kommen. Diese Zunahme
scheint ausschlieRlich durch die HDACI-spezifische Wirkung auf die p21**"-Expression bedingt
zu sein. Der Zelllinie TE-7 fehlen somit die zwei wichtigsten Regulatorproteine, um adadquat
eine antiproliferative und antiapoptotische Stressantwort auf die LBH589-Behandlung generie-

ren zu kénnen. In dieser Situation, einer bereits gestorten Zellzyklusregulation, ist eine intakte
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Chk1-Funktion von vitaler Notwendigkeit. In der Zelllinie TE-7 ist nach 6 h LBH589-Behandlung
die Aktivierung von Chkl nachweisbar (p-Chk1). Die Zellen reduzieren daraufhin ihre mitoti-
sche Aktivitat, es kann eine Akkumulation der Zellen in der G2-Phase nachgewiesen werden.
Dies erscheint sinnvoll, damit die Zellen Zeit fur die Wiederherstellung der genetischen und
zelluldren Integritdt bekommen. Nach 24 h Behandlungsdauer kommt es jedoch zu einer Ab-
nahme der Chk1-, und entsprechend der p-Chk1-Konzentration in den Zellen. Es konnte in die-
ser Arbeit gezeigt werden, dass dieser Rickgang hauptsachlich (70 %) durch eine LBH589-
abhangige Steigerung der proteosomalen Degradation verursacht ist. Zu etwa 30 % ist die
transkriptionelle Chkl1-Herunterregulation dafiir verantwortlich. Der Zelllinie TE-7 wird mit
dem Chk1-Protein die letzte Kontrollmdglichkeit tiber den Zellzyklus entzogen. Die Zellen tre-
ten daraufhin wieder vermehrt in die Mitose ein. Bei gleichzeitig nachweisbaren DNA-Schaden
kann die Integritat der DNA nicht mehr aufrecht erhalten werden. Es kommt zur Apoptose aus
der Mitose heraus, zur sogenannten mitotischen Katastrophe. Das Ergebnis dieser Studie ist
der Nachweis einer signifikanten Apoptoseinduktion mit dem Histondeacetylase-Inhibitor
LBH589 in der Zelllinie TE-7 nach 24 und 48 h Behandlungsdauer, mit einer Apoptoserate von
33 bzw. 62 %. Ursachlich sind dabei der extrinsische als auch der intrinsische Weg der Apopto-
se beteiligt, resultierend in einer deutlichen Aktivierung der Effektorcaspase 3 sowie vermut-
lich der Mechanismus der mitotischen Katastrophe. Der bekannte Resistenzmechanismus ge-
gen HDACI, welcher sich durch eine erhéhte Konzentration des antiapoptotischen Bcl-2 aus-

zeichnet, steht dieser Zelllinie nicht zur Verfiigung.

Weiter zeigen die Ergebnisse dieser Studie in der p53-Wildtyp Zelllinie SEG-1 wie erwartet eine
deutliche p21**™-Hochregulation unter LBH589-Applikation. Die p53-Konzentration nimmt im

wafl

geringen Umfang um 20 % des Kontrollwertes zu. Dieser Zelllinie stehen p21 und p53 als
wichtige Regulatoren des Zellzyklus und der Stressantwort zur Verfligung. Es kommt unter dem
Einfluss von LBH589 ohne vorherige Aktivierung zu einer Herunterregulation der Chkl. Als
Grund dafir stellte sich eine p53-abhéngige transkriptionelle Herunterregulation heraus, zu
verstehen als ein negativer Feedbackmechanismus. Die beiden Regulatorproteine p21*°™ und
p53 bewirken weiterhin eine Reduktion der mitotischen Aktivitat. Nachweislich akkumulieren

die Zellen in der G1-Phase und bekommen dadurch Zeit die Integritat der DNA und der Zelle

wieder herzustellen. Denn auch in der Zelllinie SEG-1 kann unter LBH589 eine Aktivierung des
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extrinsischen und intrinsischen Weges der Apoptose aufgezeigt werden. Das Ausmal’ der Akti-
vierung ist aber deutlich geringer im Vergleich zu der Zelllinie TE-7, nach 24 h findet eine mi-
nimale Aktivierung der Caspase 3 statt. Zu diesem Zeitpunkt ist auch - in geringem Mal3e - eine
DNA-Fragmentation darstellbar. Weiterhin konnte in der Zelllinie SEG-1 der bereits beschrie-
bene Bcl-2-Resistenzmechanismus nachgewiesen werden. Nach 48 h Behandlungsdauer

kommt es jedoch zu einer Abnahme der p21"‘”"f:l

-Konzentration. Moglicherweise bewirkt hier
der HDACI LBH589 eine gesteigerte proteasomale Degradation. Als Ergebnis dieser Studie lasst
sich festhalten, dass die Zelllinie SEG-1 auf Grund einer funktionierenden Zellzykluskontrolle
und des Bcl-2-Resistenzmechanismus vorerst resistent fir die LBH589-Behandlung ist. Im Ver-
lauf bewirkt der Abfall der p21waf1—Konzentration eine signifikante Apoptoseinduktion nach 48

h mit einer geringen Rate von 14,5 %.

5.5 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Therapieeffizienz des HDACI LBH589 abhéangig
vom p53-Status der jeweiligen Zelllinie ist. Bei vorliegen eines funktionstiichtigen p53 bleibt
der Tumorzelle die Fahigkeit erhalten der Einwirkung von LBH589 die Induktion einer antiproli-
ferativen und antiapoptotischen Stressantwort entgegen zu setzen. Wissenschaftlich aner-
kannt ist, dass bei etwa 50 % der Tumoren das p53-Gen mutiert ist. Folglich erscheint der se-
lektive Einsatz von LBH589 bei diesen Malignitdaten sinnvoll. Die wichtigste Voraussetzung fiir
die hohen Apoptoseraten in der Zelllinie TE-7 ist die LBH589 induzierte proteasomale Degrada-

wafl

tion der Checkpointkinase 1 und nicht die Induktion der p21™  -Expression. Es ist bekannt,
dass hohe Chkl-Konzentrationen in Tumorzellen mit einem p53-Funktionsverlust zu geringe-
ren Apoptoseraten fihren und somit Chkl-Inhibitoren ebenfalls einen sinnvollen Therapiean-
satz darstellen. Folglich vereint der HDACI LBH589 mehrere wertvolle Therapieanséatze in einer
Substanz. Zur Verbesserung der Studienlage missen die Aussagen dieser Arbeit noch mit wei-
teren Experimenten bestatigt werden. Wichtig ware die Information, ob LBH589 in der Zelllinie
SEG-1 nicht zu einem spateren Zeitpunkt ebenfalls hohe Apoptoseraten hervorruft. Auch
misste mittels selektiver Knock-Outs die Rolle einzelner Proteine, wie p53 und p21**", kontrol-

liert werden. In wie fern die Ergebnisse dieser Arbeit auf andere Tumorzelllinien zu Gbertragen

sind, oder ob diese Ergebnisse spezifisch fiir die Zelllinien TE-7 und SEG-1 bleiben, bedarf wei-
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5 Diskussion

terer experimenteller Untersuchung. Dennoch geben die Resultate dieser Studie Anlass zur
Hoffnung, dass mit dem Histondeacetylase-Inhibitor LBH589 eine neue effiziente chemothera-

peutische Substanz im Kampf gegen maligne Krebserkrankungen entwickelt wurde.

5.6 Limitationen

Die Ausgangssituation dieser Studie September 2007 war die Analyse des Histondeacetylase-
Inhibitors LBH589 bzgl. seiner Fahigkeit zur Apoptoseinduktion in den beiden
Barrettkarzinomzelllinien TE-7 und SEG-1. Fast gleichzeitig mit dem Ende der Datenerhebung
Sommer 2008 wurde offiziell, dass diese beiden Zelllinien seit Jahrzehnten falschlicher Weise
in der Wissenschaft fiir die Forschung am Barrettkarzinom verwendet wurden. Bei der Zelllinie
TE-7 handelt es sich um eine Zelllinie des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus, SEG-1 ent-

164,185 Deshalb wurden in dieser

spricht einer Zelllinie des Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
Arbeit Zelllinien aus zwei unterschiedlichen Ursprungsgeweben miteinander verglichen, wel-
ches dem hohen Anspruch der heutigen Wissenschaft nicht ganzlich gerecht wird. Mit dem
Fokus auf die molekulare Ebene und dem unterschiedlichen p53-Status der beiden Zelllinien
soll dieser Sachverhalt ein wenig an Gewicht verlieren. Auch werden in dieser Studie tumor-

typspezifische Wirkungen untersucht, die einer weiteren Analyse bediirfen.
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