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1. Einleitung
1.1 Konzept der zellularen Seneszenz

Die zellulare Seneszenz stellt einen natiurlichen Mechanismus im Lebenszyklus von
Zellen dar. Sie beschreibt einen permanenten Zellwachstumsarrest, der als
Schutzmechanismus vor einer Zellfehlfunktion eingeleitet wird. Dies tritt im
Wesentlichen unter zwei Hauptbedingungen ein:
e zum einem nach einer von der Verkurzung der Telomere abhangigen Anzahl
physiologischer Teilungspassagen, der sogenannten Zellalterung,
e zum anderen telomerunabhangig bei oxidativem Stress oder DNA-Schaden, als
Schutz vor der Entartung.
Zwei Hauptsignalwege die bei DNA-Schaden aktiviert werden sind p16/Rb und
p21/p53, die sowohl Seneszenz als auch Apoptose einleiten kdnnen (Sikora et al.,
2016) (Abb. 1).

Onkogene
Telomer- Faktoren Strahlung

n ROS
verkuﬂg \ , SASP-Faktoren T

DNA- (Seneszenzassoziierte Faktoren des
Schiden sekretorischen Phanotyps)

Extrazelluldre Vesikel 4

p16INK43/p21WAF1/CIP1 t
DNA-SCARSs/SAHF T
SA-Bgal T
Lamin B1 §

02 TWAFL/CIP1

L
acd a@>

Zellulare Seneszenz

ktivierung A
von Rb Irreversibler Zellzyklusarrest

Abbildung 1: Signalwege in der Seneszenzinduktion

Die Abbildung zeigt die Signalwege der Seneszenzinduktion (ber DNA-Schéden (links) und die
Ausprégung der zelluldren Seneszenz (rechts). Hochregulation (roter Pfeil), Herunterregulation (blauer
Pfeil)

Modifiziert nach (Misawa et al., 2020).
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Neben intrinsisch vermitteltem Ubergang in den Zellzyklusarrest, kann dieser im
Korper auch Uber Zellen der Immunabwehr vermittelt werden, wie in einer Behandlung
mit dem von Th1-Zellen ausgeschuitteten Cytokincocktail aus IFNy und TNFa
(Braumdller et al., 2013). Dieser fuhrte in Krebszellreihen zu einem permanenten
Zellzyklusarrest, Uber die Rezeptor-vermittelte Aktivierung von p16NK4A (iber Rb,
beispielsweise Uber den STAT1-Signalweg und TNFR1. Dieser Mechanismus konnte
in mehreren humanen und murinen Zelllinien beobachtet werden und scheint damit
einen universellen physiologischen Mechanismus der Tumorabwehr darzustellen
(Braumdller et al., 2013); (Homann et al., 2022).

1.2 Epigenetische Modulation durch Histondeacetylasen und

Histonacetyltransferasen

Die Veranderungen in der epigenetischen Modifikation des Chromatins scheinen einen
wesentlichen Einfluss auf die Tumorgenese, Progression und Metastasierung zu
haben. Uber die Sequenzierung des Tumorgenoms wird zunehmend angestrebt,
zielgerichtete Therapien und Targets moderner Tumortherapien auf die jeweilige
Entitat anzupassen. Hierbei wird das Epigenom eine bedeutende Rolle einnehmen, da
hierdurch auch dynamische Veranderungen der DNA und damit die Aktivitat
bestimmter Gene in entarteten Zellen abgebildet werden. Diese Gene stellen
wiederum ein mogliches Ziel fur gerichtete Therapien dar.

Ein Teil der epigenetischen Modifikation des Chromatins erfolgt tber die Acetylierung
der Histone, welche lber die Interaktion mit der DNA deren Ablesbarkeit beeinflussen.
Somit kdnnen ebendiese Modifikationen zu einem ,Silencing“ oder einer ,Promotion®
bestimmter auf der DNA gespeicherter Programme fuhren (Jenuwein and Allis, 2001);
(Ropero and Esteller, 2007).

Verantwortlich daflir zeigen sich spezialisierte Enzyme, die Histondeacetylasen
(HDACSs) und Histonacetyltransferasen (HATS).



Tabelle 1: Klasse und Typen verschiedener HDACs

Tabellarische Ubersicht iiber die HDAC-Klassen und Untertypen. Tabelle modifiziert nach Witt et al.,

HDAC-Klasse Substrate tner p in b Phénotyp im Maus-K Modell
HDAC1 p53, MyoD, E2F1, Stat3 Sin3, Mi-2/NuRD, ubiquitér in Embryogenese lethal an Tag 9, Hochregulation von p21 und p27,
CoREST insgesamt reduzierte HDAC-AKktivitat
HDAC2 Bcl-6, Stat3, Sin3, Mi-2/NuRD, ubiquitar lebensfahig bis zur Perinatal, multiple kardiale Defekte (fatal),
Glucokortikoidrezeptor, CoRest iberschieRende Hyperplasie des Herzmuskles, Arrythmie
YY-1
Klasse |
HDAC3 GATA-1, RelA, Stat3, N-CoR/SMRT ubiquitar in Embryogenese lethal an Tag 9, Zellzyklusdefekte, Defekte in
MEF2D, YY-1, SHP DNA-Reperatur- und Apoptosemechanismen in embryonischen
Fibroblasten, bedingter Knockout in Hepatozyen fiihrt zur
Hypertrophy und Induktion metabolischer Gene
HDAC8 nicht bekannt EST1B ubiquitar nicht bekannt
HDAC4 GCMa, GATA-1, HP-1 ANKRA, RFXANK Herz, glatte Muskulatur, lebensfahig, vorzeitige Ossifikation, Hypertrophie in Chondrozyten
Gehim
HDAC5 Smad7, HP-1, GCMa REA, Ostrogenrezeptor Herz, glatte Muskulatur, Myokardhypertrophie, abnormale Antwort auf kardialen Stress
Klasse IIA Gehim
HDAC7 FLAG1 und 2 HIF1a, Bcl-6 Herz, Plazenta, Pankreas, Lethal in der Embryogenese, Verlust endothelialer Zell-Zell-Adhésion
glatte Muskulatur
HDAC9 nicht bekannt FOX3P glatte Muskulatur, Gehirm lebensfahig bei Geburt, spontane myokardiale Hypertrophie
HDAC6 a-Tubulin, HSP90, nicht bekannt Niere, Leber, Herz, lebensfahig, keine signifikanten Defekte, Anstieg der allgemeinen
SHP, Smad7 Pankreas Tubulin-Acetylierung, MEFs kénnen sich nicht von oxidativem
Klasse IIB| Stress erholen
HDAC10 HSP90 (nicht bestéatigt) nicht bekannt Milz, Leber, Niere nicht bekannt
Klasse IV HDAC11 nicht bekannt HDACS (nicht bestatigt) Herz, glatte Muskulatur, nicht bekannt
Niere, Gehirn

Die HDACs werden in 4 Klassen aufgeteilt, wobei die verschiedenen Enzyme
entsprechende Targets wie Histone aber auch anderen zellulare Molekule, wie zum
Beispiel p53 erkennen.

Die Einteilung der Klassen (Tabelle 1) ist auf die strukturelle Ahnlichkeit der
Sequenzen zu orthologen Proteinen aus der Hefe zurtckzufihren. Die Expression in
unterschiedlichen Zellen und Geweben scheint mit der Einteilung der Klassen, die von
den Hefen abgeleitet wurden, tatsachlich weitgehend Ubereinzustimmen, so dass
verschiedene HDACs der gleichen Klasse auch in ahnlichen Geweben exprimiert

werden.

Uber die Deacetylierung nehmen sie einen entscheidenden Einfluss auf zahlreiche
zellulare Programme, wie Zellzyklus, Mitose, Apoptose, DNA-Reparatur und naturlich
auch auf den Zellzyklusarrest. Dies ist zum einen zurlckzufuhren auf die vorwiegend
auftretende Deacetylierung von Lysin-Seitenketten an Histonkoérpern (Abb. 2A).
Deacetyliertes Lysin tragt eine positive Ladung, was zu einer starkeren Interaktion mit
der negativ geladenen DNA fuhrt. Hierdurch kommt es zu einem starkeren Coiling der
DNA um die Histone, was wiederum die Transkription bestimmter Sequenzen
verhindert. Die Gegenspieler der HDACs sind Histonacetylasen (HATs), die die
10



Acetylierung der Histone erhohen, was wiederum die Bindung zur DNA schwacht (Abb.
2B). Die DNA kann in diesem relaxierten Zustand leichter von Transkriptionsfaktoren

erreicht werden, also leichter abgelesen werden.

A \\ ( / - "x\x )
[ HeA HEA'l . L] |E
\ HzﬂJ‘HZE J \Jj% K5 K8 K12 K16
Nukleosom vorne hinten Histon H4
[ Transkriptions-

Aktivierungskomplex mit
HAT

Aktivierung

Ac

Ac
relaxiertes Chromatin A

Transkriptions-
Hemmungskomplex mit
HDAC

Hemmung . —_—

kompaktes Chromatin

Abbildung 2: Wirkungsweise der HDACs und HATs auf das Chromatin

A: Schematischer Aufbau des Nucleosoms aus den Histonuntereinheiten H2A, H2B, H3 und H4, sowie
die Représentation von Lysinresten an den Histonkérpern (K5, K8...)

B oben: Darstellung von relaxiertem Chromatin mit transkriptionaler Aktivitét. Die roten Halbmonde
stellen acetylierte Lysinreste dar, die die Bindung des DNA-Strangs an die Histonkérper schwéchen.
Schematische Darstellung des Transkriptionsaktivierungskomplexes mit HAT.

B unten: Simultan zur oberen Abbildung Darstellung von kompaktem Chromatin mit eng gebundener
DNA durch Interaktion mit den Histonkérpern. Die roten Kugeln stellen deacetylierte Lysinreste dar,
welche die DNA enger an die Histonkérper binden. Die transkriptionale Aktivitét ist gehemmt.

Darstellung des Transkriptionshemmungskomplexes mit HDAC.

(Grafik modifiziert nach de Ruijter et al., 2003)
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Die HDACs besitzen neben den Histonen viele weitere Zielmolekule und nehmen
beispielsweise Uber die Acetylierung von Transkriptionsfaktoren und Kinasen auch
indirekt Einfluss auf die Transkription und damit auf diverse zellulare Programme. Sie
interagieren daruber hinaus direkt mit Transkriptionsfaktoren uUber die Ausbildung
eines ,Transkriptions-hemmenden Komplexes“ mit weiteren Co-Enzymen (de Ruijter
et al.,, 2003). Simultan dazu ist als Gegenspieler der ,Transkription-aktivierende-
Komplex“ in Interaktion mit HATs beschrieben (Abb. 2B).

Die Wirkungen der HDACs und HATs reichen von der Beeinflussung der
Zellproliferation, der extrinsischen und intrinsischen Apoptose, des Zelltods durch
Sauerstoffradikale, der Angiogenese, des autophagischen und mitotischen Zelltods bis
hin zur Seneszenzinduktion (Xu et al., 2007).

Insbesondere in der Embryonalperiode nehmen HDACs und HATs auch
entscheidenden Einfluss auf die zellulare Differenzierung von Progenitorzellen
(Conway et al., 2012). Damit scheinen die HDACs in jedem Entwicklungsstand der

Zellen einen entscheidenden Einfluss auf das Zellprogramm zu nehmen.

Stark vereinfacht kann man hierbei den HDACs mitunter pro-onkogene Wirkungen,
den HATs (und damit indirekt auch den HDACI) anti-onkogene Wirkungen zuschreiben
(Mahlknecht and Hoelzer, 2000).

Die tatsachliche Wirkung ist aber deutlich differenzierter zu betrachten und von

weiteren Faktoren abhangig.

Die verschiedenen HDACs haben dabei in Zusammenhang mit Ihren Zielmolekulen
unterschiedliche Funktionen. So ist beispielsweise fur HDAC7 eine pro-proliferative
Wirkung, insbesondere in transformierten Zellen, beschrieben, wobei das
Herunterregeln von HDAC7 zu einer Proliferationshemmung fihrt. Fur HDAC1
hingegen wird eine Wirkung in Richtung Wachstumsarrest beschrieben, welcher durch
die direkte Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor E2F und damit Uber eine
Hemmung der Transkription bedingt wird (Zhu et al., 2011); (Willis-Martinez et al.,
2010).

Allerdings scheint die Wirkung der HDACs auch zellspezifisch zu sein und somit vom

zellularen Kontext abzuhangen (Xu et al., 2007).
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Entscheidend fur eine normale Zellfunktion ist hierbei eine Balance zwischen HDACs
und HATSs (Villar-Garea and Esteller, 2004). Die Acetylierung entsprechender Targets
ist hierbei als reversibel anzusehen, so dass ein An- und Ausschalten bestimmter
Signalwege uber die Acetylierung und andere direkte Interaktionen mit HDACs und
respektive HATs moglich scheint.

Auch das Ausmal} der Expression der HDACs scheint einen entscheidenden Einfluss
auf die Funktion und Auswirkung zu nehmen. Deutlich wird das durch Zellen, die eine
Uberexpression einzelner HDACs aufweisen.

So konnte in Melanomzellen mit einem seneszenzahnlichen Phanotyp eine
Uberexpression von HDAC1 gezeigt werden (Willis-Martinez et al., 2010), wahrend die
unspezifische Hemmung von HDACSs, inklusive HDAC1, in Glioblastomzellen zu einem
permanenten Zellzyklusarrest fuhrte (Was et al., 2019).

Hohe Expressionslevel der HDAC Klasse | und Il werden in Assoziation mit der
Tumorgenese gesehen (Drummond et al., 2005).

Ein Beispiel hierflr stellt das kolorektale Karzinom dar, bei dem hohe Level der
Expression von HDAC der Klasse | in einer bestimmten Subgruppe der Karzinome als
prognostisch ungunstiger Marker mit einem deutlich schlechteren Gesamtuberleben
der Patienten gesehen wird. Insbesondere HDAC2 wurde als unabhangiger
prognostischer Marker der Uberlebensrate angenommen. Die Uberexpression von
HDACSs zeigte sich vor allem in schnell proliferierenden und stark entarteten Tumoren
(Weichert et al., 2008b).

Diese Resultate implizieren ein  mdgliches Profitieren  entsprechender

Patientengruppen von einer Inhibition der Gberexprimierten HDACs durch HDACI.

1.3 Histondeacetylaseinhibitoren

In der Behandlung verschiedener Tumore ist die Expression der HDACs und damit die
Wirkung der HDACI zunehmend von Interesse, da vor allem in entarteten und schnell
proliferierenden  Zellpopulationen Effekte in  Richtung Zellzykluskontrolle,
Wachstumsarrest, Seneszenz, aber auch Apoptose beobachtet wurden, welche fir die

Therapie und Kontrolle von Tumoren winschenswert sind.

13



In einem Review aus dem Jahr 2016 wurden die Ergebnisse von Originalarbeiten
zusammengetragen und die Erkenntnisse aus der Expression einzelner HDAC-
Klassen in bestimmten Tumorzellpopulationen verglichen (Li and Seto, 2016).

Es zeigte sich, bis auf wenige Ausnahmen, eine Uberexpression der HDACs, und zwar
klassenubergreifend, in zahlreichen Tumorentitdten, und zwar sowohl in soliden
Tumoren als auch hamatologischen Entitaten und Lymphomen. Hohe Level der
HDAC-Expression waren dabei auch mit aggressiverem Tumorwachstum und einer
schlechteren Prognose assoziiert.

Nur in wenigen Fallen zeigten niedrige Level an HDACs eine schlechte
Tumorprognose. Eine mogliche Ausnahme zeigt sich bei HDACG, so wie im Falle des
HCC, bei dem niedrige Level an HDACG6-Expression bzw. ein Knockdown von HDACG6
mit einer schlechten Prognose und vermehrter Tumorangiogenese assoziiert ist (Lv et
al., 2016).

Im Falle der chronischen Iymphatischen Leukamie (CLL) konnte eine
Minderexpression von HDACG6 ebenfalls mit einer schlechteren Prognose assoziiert
werden (van Damme et al., 2012), eine hohe HDACG6-Aktivitat fuhrte in diffusen
groRzelligen B-Zelllymphomen (DLBCL) zu einem gunstigeren Krankheitsverlauf
(Marquard et al., 2009).

HDACI hemmen die Deacetylierung durch die HDACs, was zu einer erhdhten DNA-
Ablesbarkeit fihrt und damit bestimmte zellregulatorische Programme antreibt, somit
auch pro-apoptotische Programme oder die Zelldifferenzierung, was eine mdgliche
Wirkung in Richtung Wachstumsstopp in dedifferenzierten Krebszellen erklaren kann.
Verschiedene HDACI haben dabei ein unterschiedliches Wirkprofil auf die vier
Unterklassen der HDAC-Familie.

Die hier verwendeten HDACI Vorinostat (SAHA) und Trichostatin A (TSA) werden in
Abbildung 3 in ihrer Strukturformel dargestellt. Beide Wirkstoffe gehdren zur Familie
der Hydroxamsauren und haben als sogenannte PAN-Inhibitoren ein breites
Wirkungsprofil auf die HDACs der Klassen |, Il und IV (Yang and Grégoire, 2005).
HDACS der Klasse Ill werden hingegen nicht beeinflusst. Die Klasse Ill der HDACs
bilden die 7 Untergruppen der sogenannten Sirtuine, die aufgrund lhrer NAD*-
Abhangigkeit eine besondere Rolle einnehmen, und von den bisher bekannten HDACI

im Allgemeinen nicht beeinflusst werden.
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Abbildung 3: Strukturformeln der verwendeten HDACI

a) Strukturformel von Trichostatin A: [R-(E,E)]-7-[4-(Dimethylamino)phenyl]-N-hydroxy-4,6-dimethyl-7-
0x0-2,4-heptadienamid
b) Strukturformel von Vorinostat: N-Hydroxy-N'-phenyloctandiamid

(Quelle: https://de.wikipedia.org/wiki/Trichostatin_A#/media/Datei: Trichostatin_A.svg; Autor:
Fvasconcellos 17. September 2008 und https://de.wikipedia.org/wiki/Vorinostat#/media/Datei:N1-
hydroxy-N8-phenyloctanediamide_200.svg; Autor: Emeldir 27. April 2014; jeweils zur gemeinfreien
Nutzung)

Die Bedeutung der Inhibition der HDACs wird deutlich, wenn man die Aktivitat von
Tumorsuppressorgenen wie den Cyclin-abhangigen Kinaseinhibitor p21“af betrachtet,
dessen Transkription in vielen humanen Tumorzellreihen herunterreguliert ist (Archer
et al., 1998; Shoji et al., 2002; Pellikainen et al., 2003). Aus p21“a-Knockout M&usen
kennt man die Bedeutung dieses Genes, da die Mause eine Vielzahl von Tumoren
entwickelt haben (Martin-Caballero et al., 2001). Durch HDACI konnte die Aktivitat von
p21vaf epigenetisch wiederhergestellt werden (Archer et al., 1998; Blagosklonny et al.,
2002). Hierbei zeigte sich eine Hyperacetylierung im Bereich des p21“a-Promoters,
was wiederum die Bedeutung der Acetylierung als epigenetische Modifikation in der

Promotion von Genen zeigte (Gui et al., 2004).

Aufgrund der bisherigen Kenntnisse Uber die Wirkung der HDACI ist es daher nicht
verwunderlich, dass die HDACI eine zunehmende Bedeutung in der Tumortherapie
gewinnen.

Einer der ersten HDACI, der in den USA fur die Behandlung von kutanen T-
Zelllymphomen (CTCL) zugelassen wurde, war Vorinostat (SAHA) (Olsen et al., 2007;
Fantin et al., 2008), das als Dirittlinientherapie in fortgeschrittenen Tumorstadien gilt.

Vor allem aber die Kombination mit bekannten Tumortherapien zeigt in vielen Fallen

eine Verstarkung der Wirksamkeit.
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So konnte durch HDACI die Trastuzumab-vermittelte Antikorper-abhangige zellulare
Phagozytose beim Mammakarzinom verstarkt werden (Laengle et al., 2020).

Ein weiteres Beispiel zeigte sich in der Kombination von HDACI mit anti-PD1 in B-
Zelllymphomen. Hierbei konnte eine Resistenz der Lymphomzellen gegen anti-PD1
durch die Hinzunahme des HDACI umgangen werden (Wang et al., 2019). Allerdings
wurde hier eine unterschiedliche Wirksamkeit verschiedener HDACI festgestellt. Auch
weitere Ergebnisse legten nahe, dass eine personalisierte Kombination anhand von
zellularen Biomarkern, wie MHC-Expression, als auch die Wirkprofile der einzelnen

HDACI in Zukunft von grol3er Bedeutung sein werden (Suraweera et al., 2018).

1.4 Auswahl der Zelllinien

Bei der Auswahl der Zelllinien wurden fiur die Untersuchung bezlglich der
Seneszenzinduktion bestimmte Parameter als notwendig gesehen.

Voraussetzung waren daher Zelllinien mit einer stabilen Proliferation Uber mehrere
Passagen, und der Fahigkeit in einen permanenten Zellzyklusarrest versetzt zu

werden.

Gewahlt wurden zwei Zelllinien, die von humanen Tumoren abgeleitet wurden.
A204-Zellen stammen von einem embryonalen Rhabdomyosarkom und wurden 1973
von einem einjahrigen Madchen entnommen (Altogen Biosystems, 2022).

Das Rhabdomyosarkom betrifft in 50% der Falle Kinder vor dem 10. Lebensjahr und
ist einer der haufigsten mesenchymalen Tumore bei Kindern.

Bezogen auf die Inzidenz der Tumorerkrankungen ist es eine seltene Entitat, allerdings
ist das Uberaus aggressive Wachstumsverhalten charakteristisch.

Die abgeleitete Zellreihe der A204-Zellen zeigt nur ein begrenztes Ansprechen auf die
Zytotoxizitat naturlicher Killerzellen (Altogen Biosystems, 2022).

1998 wurde der Ursprung der A204-Zellen von einem Rhabdomyosarkom in Frage
gestellt, da typische Marker wie Desmin oder Myogenin nicht exprimiert wurden. Eine
mdgliche alternative Erklarung sah man in der Herunterregulation der Gene durch die
Kulturpassagen (Morton and Potter, 1998).
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2002 fand man, dass die A204-Zellen eine SMARCB1-Mutation tragen, was ihre
Herkunft von einem Rhabdoidtumor, einem seltenen Weichteilsarkom des
Kleinkindesalters bekraftigte (Betz et al., 2002).

Die zweite Zelllinie stellten die MCF-7-Zellen dar. Diese stammen von einem
Adenokarzinom der Mamma einer 69-jahrigen Patientin und wurden 1970 entnommen.
Sie tragen weiterhin zahlreiche Marker epithelialen Brustdriisengewebes und kénnen
Estradiol Uber Rezeptoren im Cytoplasma prozessieren. Die Zellen sind jedoch HER2-
negativ und kdnnen eine Resistenz gegen Tamoxifen entwickeln (Fagan et al., 2017).
In vitro wachsen sie in Monolayers und konnen ein kuppelartiges Wachstumsbild
zeigen.

Die Proliferation der Zellen kann durch TNFa und Antiéstrogene gehemmt werden.
Sie gelten als leicht zu kultivieren und zeigen eine langsame Duplikationsrate von 30
Stunden (Sutherland et al., 1983).

Von beiden Zelllinien war bereits bekannt, dass sie in Kultur ein stabiles
Proliferationsverhalten zeigen und ein permanenter Wachstumsarrest induziert
werden konnte. Die Seneszenzinduktion, also die Induktion eines permanenten
Zellzyklusarrestes gelang hierbei mithilfe der Kombinationsbehandlung mit den
Zytokinen IFNy und TNFa.

Daruber hinaus wurde die Seneszenz-assoziierte nukleare Translokation von Ago2 mit
einer resultierenden Repression der E2F-abhangigen Zellzyklus-Gene gezeigt
(Rentschler et al., 2018).

Aus dieser Arbeit waren auch die notwendigen Konzentrationen von IFNy und TNFa
in den verwendeten Zelllinien bekannt, sowie die noétige Behandlungsdauer zum
Erreichen des vollstandigen Wachstumsarrests. Daher konnten diese Parameter flr
die aktuellen Versuche zunachst Ubernommen werden, jedoch mussten diese
Parameter je nach Fragestellung angepasst werden. Fur beide Zelllinien wurde daher
die Konzentration von IFNy und TNFa titriert, bis ein vollstandiger Wachstumsarrest
erreicht wurde.

Die A204-Zellen zeigten eine hohe Sensitivitat gegenuber IFNy und noch ausgepragter
gegen TNFa. So fuhrten bereits 100 ng/ml IFNy und 10 pg/ml TNFa zu einer
ausgepragten Proliferationshemmung, jedoch konnte in unseren Experimenten kein

vollstandiger Wachstumsarrest erreicht werden. Daher wurde die Konzentration von

17



TNFa erhoht, bis ein vollstandiger Arrest erreicht werden konnte. Dies wurde erstmals
bei Konzentrationen tber 50 pg/ml TNFa und 100 ng/ml IFNy erreicht, allerdings wurde
hierdurch in den Wiederholungen der Versuche nicht konsequent reproduzierbar ein
vollstandiger Wachstumsarrest, also konstante Zellzahlen in der ersten Passage nach
der Behandlung, erreicht. Da die Behandlung mit den Zytokinen als Kontrolle dienen
sollten, war das konsequente Erreichen eines vollstandigen Wachstumsarrestes
entscheidend, daher wurden die Konzentrationen schliefdlich leicht Gberschwellig
gewahlt, mit IFNy 100 ng/ml und TNFa 100 pg/ml fur die A204-Zellen. Dadurch konnte
konsequent ein vollstandiger Wachstumsarrest erreicht werden. Beginnend toxische
Effekte, die eine Reduktion der Zellzahl unter die Ausgangsmenge bedingt haben,
waren im Regelfall nur gering ausgepragt.

Die MCF-7-Zellen zeigten eine deutlich geringere Sensitivitat gegentuber TNFa. Hier
wurde in gleicher Weise Konzentrationen von 100 ng/ml IFNy und 10 ng/ml TNFa far

einen vollstandigen und reproduzierbaren Wachstumsarrest titriert.

Als Teil der Fragestellung sollten in ahnlicher Weise die HDACI in dem verwendeten
Zellsystem etabliert werden.
Die wirksamen Konzentrationen der HDACI wurden vom Hersteller fur SAHA in einem

Bereich zwischen 0,1 und 10 yM angegeben, flir TSA mit 100 ng/ml.

1.5 Extrinsische Seneszenzinduktion durch Tumornekrosefaktor-a und

Interferon-y

Die Induktion eines seneszenten Phanotyps in malignen Zellen fuhrt zu einem
permanenten Zellzyklusarrest und stellt damit einen effektiven Mechanismus der
Tumorkontrolle dar (Mufioz-Espin and Serrano, 2014).

In der Induktion der Seneszenz wird in der Zwischenzeit von einigen Gruppen ein
intrinsischer Weg und ein extrinsischer unterschieden (Rentschler et al., 2018).

Die intrinsische Induktion kann neben der Telomerverkirzung durch eine
Uberexpression von Onkogenen erreicht werden (Collado et al., 2005). Des Weiteren
zeigte sich, dass der Verlust von Seneszenz-Mediatoren, im Wesentlichen
Tumorsuppressorgenen, die durch Onkogene induziert werden, zur Entwicklung

maligner Tumore fuhren kann. Die Seneszenzinduktion kann hierbei unabhangig von
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p53 und der Telomeraseaktivitat erfolgen, was anhand einer p53-negativen Zelllinie
aus dsophagealen humanen Keratinozyten gezeigt wurde (Takaoka et al., 2004).

Die intrinsische Seneszenzinduktion kann aber auch therapeutisch durch klassische
Chemotherapeutika, wie Cyclophosphamid, erreicht werden. In einem Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass Lymphomzellen nach Behandlung durch
Cyclophosphamid neben der Apoptose auch in die Seneszenz Ubergehen. Allerdings
zeigte sich nicht nur beztiglich der Apoptose- sondern auch in der Seneszenzinduktion
ein schlechtes Ansprechen in p53-mutierten Zellen, was eine Rolle von p53 nahelegt
(Schmitt et al., 2002).

Eine weitere Form der Seneszenzinduktion, die vom Immunsystem des Kérpers Uber
Th1-Zellen vermittelt wird, wird als extrinsische Induktion beschrieben. Hierbei konnten
sowohl transferierte Th1-Zellen, als auch die Kombination der von Th1-Zellen
sezernierten Zytokine IFNy und TNFa einen seneszenten Phanotyp erzeugen
(Braumuller et al.,, 2013). Dieser Vorgang wird als eine Art universeller
Abwehrmechanismus des korpereigenen Immunsystems gegen entartete Zellen
gesehen (Wieder et al., 2017). Wie bereits eingangs erwahnt, kommt es durch die
Zytokine zur Aktivierung des p16'NX%/Rb-Pathways und damit zur Inaktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie E2F. Zudem ist p16'NK4A st mit einem seneszenten
Phanotyp assoziiert (Braumuller et al., 2013).

Gleichzeitig muss von einer Aktivierung des STAT1-Pathways Uber IFNyR1
ausgegangen werden. Der genaue Mechanismus der extrinsischen
Seneszenzinduktion wird allerdings noch unzureichend verstanden und ist

Gegenstand weiterer Forschungsprojekte (Homann et al., 2022).

1.6 Epigenetische Modifikationen an Lysinseitenketten

Durch die Wirkung der HDACs kommt es zur posttranslationalen Modifikation von
Proteinstrukturen an Histonen und anderen Proteinen. Im Wesentlichen kommt es zur
Deacetylierung von Histonseitenketten an Lysin. Ein bekanntes Target der HDACs ist
die Lysinseitenkette 9 des Histonkérpers 3 (H3K9), welches durch die HDACs
deacetyliert wird und damit auch dem Einfluss durch die HDACI unterliegen sollte.

H3K9 ist ebenfalls ein mdgliches Ziel einer weiteren posttranslationalen Modifikation,

namlich der Methylierung.
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Je nach Modifikation kann H3K9 unterschiedliche Funktionen erfullen. So korreliert die
Acetylierung mit aktiven Promoterregionen (Karmodiya et al., 2012).

Allerdings wurde an dieser Lysinseitenkette eine Zunahme der Methylierung im
Zusammenhang mit einem seneszenten Phanotyp und der dadurch bedingten
Zellalterung beschrieben (Sidler et al., 2017). Lysin kann bis zu dreimal methyliert
werden, und bildet damit je nach Methylierungsstatus 3 postranslationale Subtypen
aus, H3K9me1, H3K9me2 und H3K9me3 (Goda et al., 2013). Der hypermethylierte
Subtyp H3K9me3 fand sich besonders haufig an inaktiven Genen, wahrend der
hypomethylierte Typ H3K9m1 an Startregionen der aktiven Transkription angereichert
ist (Barski et al., 2007).

Der hypermethylierte Subtyp findet sich auRerdem in Bereichen von kondensierten
Heterochromatinfoci und interagiert mit der a-Untereinheit des humanen
Heterochromatinproteins 1 (HP1a) (Lehnertz et al., 2003), welches mit seinen zwei
weiteren  Untereinheiten HP18 und HP1y an  seneszenzassoziierten
Heterochromatinfoci (SAHF) zu finden ist (Zhang et al., 2007).

Jedoch fanden sich auch hochaktive Genregionen mit einer Anreicherung des
hypermethylierten Subtyps (Barski et al., 2007). So gibt es auch im Heterochromatin,
insbesondere perizentrisch gelegen, Genbereiche mit hoher transkriptionaler Aktivitat
(Lehnertz et al., 2003).

Maogliche weitere Modifikationen sind die Phosphorylierung, Ubiquitinierung und die
SUMOylierung (Small Ubiquitin-related Modifier) der Lysinreste (Boyle et al., 2005).
Die verschiedenen mdglichen Modifikationen beeinflussen sich dabei gegenseitig,
sowohl direkt als auch indirekt.

So kann H3K9 acetyliert, oder auch wie oben beschrieben methyliert werden, jedoch
muss vor einer Methylierung zunachst die Deacetylierung des Lysinrestes erfolgen
(Goda et al., 2013).

Indirekt beeinflussen posttranslationale Modifikationen auch weitere Modifikationen
anderer Lysinreste. Eine Deacetylierung von H3K14ac scheint eine bedingte
Voraussetzung fur die Methylierung an H3K9 darzustellen, was wiederum zu einer

Herunterregulation der betroffenen Region fuhrt (Berger, 2002).

Bei der Betrachtung der Interaktionen der epigenetischen Modifikationen

untereinander wird auch deutlich, dass die Annahme, dass eine Acetylierung der
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Lysinreste an Histonen zu einer relaxierten und damit transkriptiv aktiveren DNA flhrt,
eine starke Verallgemeinerung ist (Boyle et al., 2005).

Die Acetylierung an H3K14 verhindert die Methylierung an H3K9 und damit auch die
Ausbildung eines stabilen komprimierten Chromatinstatus, so dass eine relaxierte
DNA entsteht. Es muss also von Interaktionen der Modifikationen untereinander
ausgegangen werden, so wie in diesem Fall ein enges Zusammenspiel zwischen
Acetylierung und Methylierung der Lysinreste besteht (lizuka and Smith, 2003).
Wenn man miteinschliel3t, dass fur die Rekrutierung des HDAC-Komplexes an Cytosin
gebundene Methylreste, sogenannte CpG-Inseln, verantwortlich sind, wird das enge
Zusammenspiel epigenetischer Modifikationen untereinander verdeutlicht (de Ruijter,
Annemieke J M et al., 2003).

Aufgrund des komplexen Musters an moglichen epigenetischen Modifikationen mit
teils gegensatzlichen Auswirkungen auf die Aktivitat der entsprechenden
Genregionen, scheint die epigenetische Modifikation nur einen Teil der Aktivitat
entsprechender Gene zu beeinflussen. Weitere Faktoren, wie die Rekrutierung von
Transkriptionsfaktoren, mussen in der Aktivitat der Gene ebenfalls in Betracht gezogen
werden. Hier drangt sich erneut der Begriff des ,Zellkontextes” auf, der ebenfalls eine
Rolle zu spielen scheint. Daruber hinaus scheint auch die Lokalisation in der DNA eine
Rolle zu spielen, sowie nicht zuletzt der Gesamtkontext epigenetischer Modifikationen,
die die Aktivitat von Genen, als auch weitere epigenetische Modifikationen

beeinflussen (Minucci and Pelicci, 2006).

1.7 Kriterien der zellularen Seneszenz

1.7.1 Wachstumsarrest als Seneszenzkriterium

Ein entscheidendes Kriterium, um den seneszenten Phanotyp nachzuweisen, ist der
permanente Wachstumsarrest, der mit dem Zellzyklusarrest einhergeht (Burton and
Faragher, 2015). Im Falle eines vollstandigen Arrestes aller Zellen sollte die Zellzahl

in der Kultur daher auch ohne weitere Behandlung mit dem seneszenzinduzierenden

Reagenz fur mehrere Passagen, streng genommen dauerhaft, konstant sein.
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Geht man von einem permanenten Arrest aus, muss dieser auch nach Ende der
Behandlung anhalten. Im Falle, dass 100% der Zellen in den permanenten
Wachstums- und Zellzyklusarrest Ubergehen, ist in den folgenden unbehandelten
Passagen von vollig konstanten Zellzahlen auszugehen. Die Schwierigkeit ergibt sich
aber daraus, dass nicht 100% der Zellen in die Seneszenz ubergehen und die
weiterhin proliferierenden Zellen das Ergebnis dementsprechend beeinflussen
konnen. Dennoch konnen durch den Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen und
den Positivkontrollen Ruckschlisse auf das Verhalten unter der Behandlung und in
Folge dessen auf die Proliferationshemmung als Seneszenzkriterium geschlossen

werden.

1.7.2 Zellmorphologie des seneszenten Phanotyps

Im Vergleich zu normalen Zellen, als auch zu Tumorzellen mit aberrantem Zyklus,
wurden morphologische Besonderheiten festgestellt, die viele seneszente Zellen
gemeinsam haben, und die damit in Assoziation zum seneszenten Phanotyp gesehen
werden (Kuilman et al., 2010; Herranz and Gil, 2018). Diese morphologischen
Veranderungen lassen sich teilweise durch den Arrest des Zellzyklus erklaren.

Durch die Anhaufung von DNA-Schaden konnen die Zellen nicht in die Mitose
Ubergehen, und es kommt zu einer Polyploidie und damit zu einer VergroRerung des
Kerns. Durch die Arretierung im Zellzyklus kommt es zu einer Zunahme des
Zellplasmas, und zu einer eher plumpen Form (,Stemness®), teilweise mit
unregelmafliger Form und GroRe der Zellen (Sikora et al., 2016). Aufgrund der
Vergrollerung des Zellkerns durch die Polyploidie und die Zunahme an Zellplasma
erinnern die Zellen morphologisch an ein ,Spiegelei*.

Die Veranderungen lassen sich in ahnlicher Form in vielen Zelllinien feststellen und
werden auf Abweichungen in der Zellteilung zurickgefuhrt, die durch die
Seneszenzinduktion unterbunden wird, so dass polyploide, plasmareiche Zellen
entstehen. Aber auch aberrante Zellteilungen mit vergleichsweise kleinen

Abkdmmlingen sind beschrieben (Sikora et al., 2016).
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1.7.3 Seneszenzassoziierte beta-Galaktosidase-Ativitat

Die Zunahme von SA-beta-Galaktosidase-Aktivitat in seneszenten Zellen ist ein
wichtiger Hinweis zur ldentifizierung seneszenter Zellen. Das lysosomale Enzym
wurde als Biomarker der Seneszenz entdeckt, wenn auch die genaue Funktion im
Zusammenhang mit der Seneszenzinduktion noch nicht bekannt ist (Lee et al., 2006).
Die Aktivitat konnte in seneszenten Fibroblasten und Keratinozyten nachgewiesen
werden, nicht jedoch in ausdifferenzierten Keratinozyten. Die fehlende Aktivitat in
immortalisierten Zellen konnte durch die Manipulation der Zellen in einen nicht-
immortalisierten Phanotyp ebenfalls umgekehrt werden, sodass sich eine
Galaktosidase-Aktivitat zeigte (Dimri et al., 1995). Seit der Erstbeschreibung wurde die
Aktivitat der SA-beta-Galaktosidase als Hinweis eines seneszenten Phanotyps in
vielen Zelllinien beschrieben, auch wenn die Expression zellabhangig ist (Dimri et al.,
1995). Darlber hinaus ist die Funktion des Enzyms keinesfalls notwendig fur die
Seneszenzinduktion (Lee et al., 2006). Nichtsdestotrotz ist die SA-beta-Galaktosidase-
Aktivitat ein valider Biomarker der Seneszenz, der haufig als Goldstandard gefordert
wird.

Standardisierte Kits ermoglichen einen einfachen und zuverlassigen Nachweis der

Galaktosidase-Aktivitat durch eine Farbreaktion mit x-Gal.

1.7.4 Translokation von phosphoHP1y in seneszenzassoziierte

Heterochromatinfoci

In vielen Zellen wird im Zuge des Ubergangs in einen seneszenten Phanotyp die
Ausbildung sogenannter Seneszenz-assoziierter-Heterochtomatin-Foci  (SAHF)
beschrieben (Aird and Zhang, 2013). Diese tragen zur Repression
zellproliferationsfordernder Gene bei, indem die Expression von Genen wie zum
Beispiel Cyclin A gehemmt wird. Weitere Teile dieser SAHF sind assoziierte Proteine,
wie auch HP1 (Heterochromatin Protein 1, Synonym: CBX3 fir chromobox protein
homolog 3) und Histonproteine und deren Derivate wie macroH2A. Eine Bindung an
H3K9m1 wurde beschrieben, die zu einer epigenetischen Repression fuhrte (Koike et
al., 2000)
Translokation von Hp1y im Zuge der Kondensierung der Heterochromatinfoci (Zhang

Wahrend der Seneszenzentwicklung in der Zelle kommt es zur
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et al., 2007). Hp1y wird, anders als die verwandten Proteine HP1a und HP1p, fur die
Bindung in den SAHF durch PIM1 (Koike et al., 2000) an Serin93 phosphoryliert
(Zhang et al., 2007).

In der Immunfluoreszenz mit einem phospoHP1y-Antikdrper als Marker stellen sich
diese Foci als punktférmige leuchtende Signalanhebungen im Bereich des Nucleus
dar.

Die seneszenzassoziierte Zunahme an SAHF mit phosphoryliertem Hp1y sollte in der
vorliegenden Arbeit nach Moglichkeit quantifiziert werden, um als Hinweis flr die

Seneszenzinduktion zu dienen (Braumdiller et al., 2013).

1.8 Fragestellung

Dem Organismus stehen zur Bekdmpfung und Kontrolle entarteter Zellen mehrere
Mechanismen zur Verfugung. Neben der intrinsischen Apoptose, dem programmierten
Zelltod durch Akkumulation von DNA-Schaden, die nicht durch zellulare Mechanismen
repariert werden konnen, kann auch die korpereigene Immunabwehr die Apoptose
extrinsisch induzieren. Neben dem Abtdten dieser entarteten Zellen gibt es noch
andere Mechanismen der Tumorkontrolle. Einer davon ist die zellulare Seneszenz, ein
permanenter Zellzyklusarrest, der auch mit der Zellalterung assoziiert ist. Dieser
Mechanismus ist Teil der Programmierung praktisch aller Zellen und kann wiederum
sowohl intrinsisch nach einer gegebenen Anzahl an Zellteilungen erfolgen oder auch
extrinsisch durch Zellen der Immunabwehr induziert werden. Letzteres macht sich der
Koérper zunutze, um entartete Zellen in die Seneszenz, den permanenten
Zellzyklusarrest, zu treiben, und damit eine effektive Tumorkontrolle zu erreichen.

In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass fur die extrinsische
Seneszenzinduktion bestimmte Zytokinsignale genutzt werden. So kénnen T-Zellen
durch die Sekretion von IFNy und TNFa die Seneszenz in teilungsfahigen Zellen
induzieren. Bei diesem Mechanismus geht man von einem universellen Signalweg
aus, der als Teil des Immunsystems in allen Kérperzellen induziert werden kann.

Aber auch andere Signalwege zur Seneszenzinduktion sind bekannt.
Erstaunlicherweise kénnen auch die HDACI, welche unspezifisch HDAC inhibieren,
die wiederum uUber epigenetische Modifikation von Histonen, DNA und weiterer
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Substrate die Aktivitat bestimmter Signalwege und Induktion bestimmter Programme,
die auf der DNA codiert sind, beeinflussen, in vielen Tumorzelllinien einen

seneszenten Phanotyp hervorrufen.

In diesem Projekt sollte zunachst das Verhalten und die Seneszenzinduktion in
Tumorzellen unter der Behandlung mit HDACI gepruft und die Behandlung in diesen
Zellsystemen etabliert werden. Die Wahl der Zelllinien fiel hierbei bewusst auf solche,
von denen bereits bekannt war, dass eine Seneszenzinduktion moglich war, und zwar
insbesondere durch den Zytokincocktail bestehend aus IFNy und TNFa, der als
Kontrolle diente.

In einem weiteren Schritt kombinierten wir HDACI mit IFNy, um zum einen mehr Uber
die Beeinflussung der Signalwege zu erfahren und zum anderen um Ruckschlisse

uber neue effektive Kombinationen fur therapeutische Zwecke zu gewinnen.

2. Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Technische Hilfsmittel
Geratebezeichnung

Hersteller und Firmensitz

Blockheizer HB-LS2
Blotting-Kammer Trans-Blot Cell
Neubauer Zellzahlungskammer
Zentrifuge Biofuge Fresco
Zentrifuge Multifuge 3S-R
Kidhlschrank -20°C

Kdhlschrank -80°C Hera Freeze
Kiahlschrank 4°C

VLM GmbH, Leopoldshéhe
Bio-Rad, Feldkirchen

Karl Hecht GmbH, Sondheim
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Liebherr, Kirchdorf an der lller
Heraeus, Hanau

Liebherr, Kirchdorf an der lller

Inkubator 37°C Hera Cell 240

Heraeus, Hanau

Laminar Flow cabinet Airstream Il plus

Esco Lifesciences, Friedberg

Magnetruhrer RCT Basic

IKA Werke, Staufen

Mikroskop Leica DM IL

Leica Biosystems, Nussloch

Multiwell Reader Multiskan EX

Thermo Fisher, Waltham, USA

Pipetten Eppendorf

Eppendorf SE, Hamburg

Pipettierhilfe Research /Reference plus

Eppendorf SE, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetboy 2

Integra Biosciences, Biebertal

Schwenkplatte Stuart

Bibby Scientific, Altrincham, UK

Analysewaage

Kern und Sohn GmbH, Balingen

Vortex Reax top

Heidolph Instruments, Schwabach

Wasserbad 37°C

GFL Technology, Vertrieb Uber Lauda,
Lauda-Koénigshofen
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Zeiss Axiovert Mikroskop

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Zeiss Fluoreszenz-llluminator

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Elektrophorese-System Mini 1D flr
SDS-PAGE

Bio-Rad, Feldkirchen

2.1.2 Verbrauchsgiiter

Material

Hersteller und Firmensitz

Zellkulturschalen Costar

Corning, New York, USA

Zellkulturplatten (6-Well) Costar

Corning, New York, USA

Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One, Kremsmunster,
Osterrreich

Pipettenspitzen Rainin BioClean

Mettler Toledo, Columbus, USA

Einmalpipetten Costar

Corning, New York, USA

Parafilm

Bemis Flexible Packaging, Neenah,
USA

Handschuhe Abena Classic

Abena Deutschland, Z6rbig

96-Well-Platten

Greiner Bio-One, Kremsmtinster,
Osterrreich

Eppendorf-Cups

Eppendorf SE, Hamburg

Chamberslides

BD Biosciences, Heidelberg

Objekttrager / Deckplatten

R. Langenbrinck, Emmendingen

Polypropylen-Rohrchen

Greiner Bio-One, Kremsmtinster,
Osterrreich

Polypropylen-Phiolen

Greiner Bio-One, Kremsmlinster,
Osterrreich

Protran Nitrocellulose-Transfermembran

GE Healthcare, Minchen

Whatman-Papier

Whatman, Dassel

2.1.3 Wirkstoffe und Reagenzien

Wirkstoff/Reagenz

Hersteller und Firmensitz

SAHA (Vorinostat)

Selleck-Chemicals, Planegg

Trichostatin A

Selleck-Chemicals, Planegg

Rekombinantes Interferon-y

Bio-Techne; Wiesbaden

Rekombinantes TNF-a

Bio-Techne; Wiesbaden

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ultra Pure H20

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dimethylformamid (DMF)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Phosphate buffered saline (PBS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindol)

Invitrogen, Vertrieb uber Thermo
Scientific, Waltham, USA

Aceton

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Methanol >99%

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Triton X100 (Octoxinol 9)

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Tween 80 (Polysorbat)

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

DAKO Protein Block

DAKO GmbH, Hamburg
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Trypan blau Gibco

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tris (Trisamin Base) >99%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Glycin >99%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Ethanol 99,9%

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Milchpulver, Blotting-Qualitat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Na2-EDTA (Natrium-
Ethylendiamintetraacetat)

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

EGTA (Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsaure)

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

BGP (Glycerin-2-phosphat
Dinatriumsalz Hydrat)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Urea

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dithiotreitol (DTT)

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Glycerin >99%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Bromphenolblau

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

,LCcomplete“ Proteaseinhibitor

Roche, Uber Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumchlorid (NaCl)

Roth Chemie GmbH, Karlsruhe

Salzsaure (HCI)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

2.1.4 Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung
WB Lauf-Puffer 3 g/l Tris
18.5 g/l Glycin
0.1% SDS
WB Transfer-Puffer 3 g/l Tris
18.5 g/l Glycin
20 % Ethanol
WB Block-Puffer PBS

5% Milchpulver

Lyse-Puffer

20 mM Tris-HCl pH 7.5
150 mM NaCl

1 mM Na2-EDTA

1 mM EGTA

1% Triton X-100

1 mM BGP

2 M Urea
Proteaseinhibitor

SDS Lade-Puffer (Laemmli-Puffer)

0.35 M Tris pH 6.8

9.3 % Dithiotreitol

30 % Glycerin

10 % SDS

0.02 % Bromphenolblau
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2.1.5 Kits

Kit-Bezeichnung

Hersteller und Firmensitz

Cell Proliferation Kit Il (XTT)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Mammalian beta-Galactosidase Assay
Kit

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA

Pierce ECL Western Blotting Substrat

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA

2.1.6 Antikorper

Antikorper, Host, Verdiinnung

Hersteller und Firmensitz

Anti-Histone H3K9ac EPR16988
rabbit 1:3000

Abcam, Cambridge, UK

Anti-phosphoHP1y EPR19802
rabbit 1:1000

Abcam, Cambridge, UK

Anti-rabbit Alexa488 A32731
goat 1:100

Invitrogen, Bezug uber Thermo
Scientific, Waltham, USA

Anti-HDAC2 EPR5001
rabbit 1:5000

Abcam, Cambridge, UK

Anti-HDAC3 Y415
rabbit 1:5000

Abcam, Cambridge, UK

Anti-HDAC4 EPR22937-157
rabbit 1:1000

Abcam, Cambridge, UK

Anti-HDACS5 ab55403
rabbit 1:1000

Abcam, Cambridge, UK

Anti-HDAC7 EPR10922
rabbit 1:1000

Abcam, Cambridge, UK

Anti-B-Actin MAB1501R
mouse 1:5000

EMD Millipore, Burlington, USA

Anti-rabbit IgG, HRP-konjugierter
Antikdrper #7074
goat 1:3000

Cell Signaling, Cambridge, UK

Anti-mouse 1gG, HRP-konjugierter
Antikérper #7076
horse 1:3000

Cell Signaling, Cambridge, UK

2.1.7 Zellkulturmedium und sterile Losungen

Material Hersteller und Firmensitz
RPMI-1640 Biochrom, Berlin
Penicillin 10000 U/ml Biochrom, Berlin
PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Streptomycin 10mg/ml Biochrom, Berlin
Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin

Fetal calf serum (FCS)

Biochrom, Berlin

Hepes Puffer

Biochrom, Berlin
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Pyruvat

Biochrom, Berlin

nichtessentielle Aminosaure

Biochrom, Berlin

2.1.8 Zelllinien

Zelllinie

Ursprung, Kulturmedium, Bezug

A204

Rhabdomyosarkom, RPMI-Medium
aus Bestand von K. Schilbach;
Universitat Tubingen

MCF-7

Mammakarzinom, RPMI-Medium

aus Bestand von F. Essmann; ehemals
Universitat Tubingen, jetzt Robert Bosch
Center for Tumor Diseases, Stuttgart

2.1.9 Software

Software Entwickler und Firmensitz

Axiovert Carl Zeiss AG, Oberkochen

Imaged (FIJI) Wayne Rasband, gemeinfreie Nutzung

Graphpad Prism Graphpad Software, San Diego, USA

Microsoft Office Microsoft, Redmond, USA

Citavi 6 Swiss Academic Software, Wadenswil,
Schweiz

SPSS IBM, Armonk, New York, USA

2.2 Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Methoden wurden bei Raumtemperatur

durchgefuhrt, falls nicht anderweitig angegeben.

2.2.1 Auftauen der gefrorenen Zellen

Proben der Zelllinien werden in flissigem Stickstoff gelagert. Zum Revitalisieren
werden sie im 37°C Wasserbad rasch aufgetaut und anschlielend sofort in 10 ml des
entsprechendem Kulturmediums geldst. Die Zellen werden durch Zentrifugieren bei
1000 Umdrehungen pro Minute fur 5 Minuten von der Mediumlésung abgetrennt. Der

Uberstand wird verworfen, das Zellpellet wird in 10ml des Kulturmediums
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resuspendiert und einmal gewaschen um das DMSO zu entfernen. Die Zellen werden

anschlie3end verwendet und kdnnen ausgesat werden.

2.2.2 Einfrieren von Zellproben

In regelmaligen Abstanden sollten Proben der Zelllinien eingefroren werden, um
Zellen mit niedriger Passagenzahl zu konservieren. Die adharenten Zellen wurden
abgeldst und im Kryo-Puffer aus 90% Kulturmedium und 10% DMSO resuspendiert,
mit einer Zelldichte von etwa 1-2x108 Zellen/ml. Die Zelllésung wird auf Aliquots
aufgeteilt und in Kryo-Phiolen abgeflllt. Diese werden anschliel3end in Kryo-Einheiten
verstaut und fur 24 h bei -80°C eingefroren. AnschlielRend werden die Einheiten im

Flussigstickstoff-Tank fur die Langzeitaufbewahrung gelagert.

2.2.3 Losen der adharenten Zellen

Adhéarente Zellen in den Zellkulturflaschen werden durch die Inkubation mit 5 ml
Trypsinlésung bei 37°C fur 5 Minuten abgeldst. Der Verdauungsprozess durch das
Trypsin wird anschlieBend durch das Hinzufligen von Kulturmedium gestoppt. Das
Ablésen der Zellen wird unter dem Mikroskop kontrolliert. AnschlieRend wird die
Lésung fiir 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird abpipettiert.
Das verbliebene Zellpellet wird in Kulturmedium resuspendiert und kann nun fir das

Aussaen oder fur Versuche genutzt werden.

2.2.4 Kultivieren der Zellen

Die resuspendierten Zellen werden in 75 cm? Zellkulturflaschen mit 20 ml
Kulturmedium ausgesat und im Inkubationsschrank unter luftfeuchter Atmosphare mit
5% CO2 bei 37°C inkubiert. In regelmafigen Abstanden wird das Wachstum unter dem
Mikroskop kontrolliert. Die Passagierung erfolgt bei konfluierendem Zellwachstum. Die

geernteten Zellen werden fur die Rekultivierung und weitere Versuche verwendet.
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2.2.5 Auszahlen der Zellen

Die Zellzahl wird mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Daflr wird die Zelllésung
mit Trypanblau-Lésung im Verhaltnis 1:9 verdunnt und unter der Deckplatte
aufgebracht. Die vier Quadrate mit jeweils 4x4 Unterquadraten werden ausgezahlt und
der Mittelwert ermittelt. Der Mittelwert wird mit 10° multipliziert um die mittlere Zellzahl
der Losung pro ml zu erhalten. Durch die Farblésung kann zwischen blaugefarbten

toten Zellen und ungefarbten vitalen Zellen unterschieden werden.

2.2.6 Behandlung der Zellen mit biologisch aktiven Substanzen

Die Zellen werden mit den Zytokinen, HDACI oder anderen entsprechenden
Substanzen behandelt, indem die nétige Konzentration des Reagenzes dem
Kulturmedium hinzugefligt wird, und die Zellen in diesem reagenzhaltigen Medium fur
den bendtigten Behandlungszeitraum inkubiert werden. Um die Behandlung zu
beenden, wird das Reagenz-Medium entfernt und die adharenten Zellen werden mit
PBS gewaschen. Danach wird frisches Kulturmedium hinzugefligt. Als Kontrolle diente

jeweils die entsprechende Menge Lésungsvermittler, im vorliegenden Fall DMSO.

2.2.7 XTT-Assay

Um die Zahl der vitalen Zellen unter der Behandlung zu bestimmen und somit die
Toxizitat und der Substanzen zu ermitteln, wurde ein XTT-Assay durchgefuhrt (Roehm
et al., 1991). Der Essay wurde mit einem kommerziellen Kit durchgeflihrt, das das
Zelliberleben indirekt Uber eine quantitative Reaktion mit Reduktionsprodukten, die
nur lebende Zellen produzieren, bestimmt. Die Reduktionsprodukte werden durch ein
Farbreagenz oxidiert, was zur Bildung von Farbmolekulen fuhrt, die wiederum tber die
photometrische Extinktion quantifiziert werden konnen und Rickschluss auf die Anzahl
lebender Zellen zulassen.

Zellen beider Zellreihen wurden in 9-Well-Platten ausgesat und zwar mit einer
Probenreihe mit 500 Zellen pro Well und eine zweite Reihe mit 3000 Zellen damit der

Effekt auf Populationen mit einer niedrigen Dichte, welche also proliferiert, sowie
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Populationen mit einer hohen Dichte, welche konfluierend wachsen und dadurch zum
Wachstumsstopp gelangen, beobachtet werden kann.

Die einzelnen Proben wurden als Triplikate angelegt. Die Testreihen umfassten
unterschiedliche Zelllinien, Zellzahl der Aussaat und Behandlung, sowie jeweils
entsprechende Kontrollen ohne Behandlung in derselben Platte. Die
Behandlungsreagenzien oder, im Falle der Kontrollen, entsprechende Losungsmittel
wurden in steigender Konzentration hinzugefligt. Dadurch konnte der Effekt bzw. die

Toxizitat in Abhangigkeit der Behandlungskonzentration bestimmt werden.

Nach dem Aussaen der Zellen wurden diese fir 24 h inkubiert, bevor die Behandlung
begonnen wurde, um eine sichere Adharenz an die Oberflache zu etablieren. Dies
wurde mikroskopisch kontrolliert. Die Behandlung erfolgte mit Reagenz-haltigem
Medium in der gewulnschten Behandlungsdosis. Nach weiteren 24 h bis 96 h
Inkubation mit Behandlungsmedium wurde der XTT-Assay entsprechend des
beigefligten Protokolls durchgefiihrt. Nach dem Hinzufigen des XTT-Substrats,
welches den Umsatz zu Farbmolekulen ermdglicht, wurden die Zellen mitsamt dem
Substrat weiter bei 37°C inkubiert, um die Farbreaktion zu begunstigen. Nach 2-4 h
Umsatz erfolgte die Messung der Extinktion mit einem Multi-Well-Reader mit einer
Wellenlange von 450 nm. Bereits nach 4 h war bei der verwendeten Zellzahl die
Extinktion so hoch, dass aufgrund des logarithmischen Verhaltens und den
Begrenzungen des Readers die Genauigkeit der Ergebnisse nicht mehr gegeben war,
weshalb eine Inkubation Uber einen langeren Zeitraum und damit noch hoherem

Farbumsatz als nicht sinnvoll erschien.

2.2.8 Wachstums-Assay

Der Wachstums-Assay wurde in Anlehnung an die Arbeit von Braumdiller (Braumduller
et al., 2013) durchgefuhrt.

In 6-Well-Kulturplatten wurden 10° Zellen ausgesét (p-1). Jede Platte beinhaltete 3
Test-Wells mit Proben, die mit derselben Konzentration eines Reagenzes behandelt
wurden, sowie 3 Kontroll-Wells mit unbehandelten Proben mit Standardmedium.
Dadurch gab es fur jeden Test eine eigene Kontrolle mit 3 Replikaten auf derselben

Platte. Die Zellen wurden nach dem Aussaen auf die Platten fir 24 h bei 37°C inkubiert,
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um auch hier eine sichere Adharenz zu ermdglichen. Die Adharenz wurde unter dem
Mikroskop kontrolliert. AnschlieBend wurde das Standardmedium entfernt und mit
Behandlungsmedium mit dem entsprechenden Reagenz hinzugegeben. Zu den
Kontrollen wurde entsprechend frisches Standardmedium gegeben. Nach Inkubation
fur die entsprechende Behandlungsdauer, in der Regel 96 h, falls nicht anders
angegeben, wurde das Medium entfernt, und die Zellen wurden passagiert und gezahit
(PO).

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die passagierten Zellen erneut in 6-Well-
Platten ausgesat, nach demselben Schema mit 3 Test-Wells und 3 Kontroll-Wells. Die
Zellen wurden diesmal sowohl in den ursprunglich behandelten Populationen als auch
in den Kontrollen nur mit Standardmedium inkubiert, fir weitere 96 h. Daraufhin
wurden die Zellen erneut passagiert und ausgezahlt. Fur den Fall, dass insgesamt
weniger als 3x10° Zellen verblieben waren, vor allem bei den hoheren
Behandlungskonzentrationen oder den Kombinationsbehandlungen mit starkerer
Auswirkung auf die Wachstumshemmung und Toxizitat, wurden die verbliebenen
Zellen vollstandig wiederausgesat und gleichmalig auf die 3 Replikate verteilt.
Anschlietend wurde die entsprechende Kontrolle mit derselben reduzierten Zellzahl
durchgeflhrt.

Indem wir die Gesamtzahl der Zellen durch die Zahl der ausgesaten Zellen teilten,
haben wir den Proliferationsfaktor erhalten, mit dem wir die hypothetische reelle
Zellzahl extrapolieren konnten, die wir normalerweise erhalten wurden, wenn wir alle
passagierten Zellen aussaen wurden und wir von einem rein logarithmischen
Wachstum ohne Begrenzungen durch Mangel an Platz oder Nahrstoffen ausgehen
konnen.

Um zu zeigen, dass der Effekt der Behandlung auch weitere Passagen, die Uber die
eigentliche Behandlung hinausgehen, anhalt, werden die Zellen in gleicher Weise wie
von p0 nach p1 weiter bis zu Passage p2 und weiteren folgenden Passagen

beobachtet.

2.2.9 Mikroskopische Untersuchung der Morphologie

Nachdem die Zellen fur 96 h behandelt wurden, wurden mikroskopische Aufnahmen

gemacht, um die Veranderungen der Zellmorphologie im Vergleich zu unbehandelten
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Zellen festzuhalten. Reprasentative Aufnahmen wurden mithilfe eines AxioVision-
Mikroskops von Zeiss mit entsprechender digitaler Software erstellt, was identische,
reproduzierbare Bedingungen fur die Bildaufnahme ermdéglichte und somit auch die

Vergleichbarkeit der Morphologie.

2.2.10 Beta-Galaktosidase-Assay

Der Beta-Galaktosidase-Assay wurde in Anlehnung an die Arbeit von Braumduller
(Braumdiller et al., 2013) durchgefhrt.

In den Elisa-Platten mit 96 Vertiefungen wurden 2000 Zellen pro Vertiefung ausgesat.
Nach Inkubation fur 24 h ohne Behandlung zur Etablierung der Adharenz wurden die
Zellen mit steigenden Konzentrationen von jeweils einem der HDACI beziehungsweise
Kombinationen aus HDACI mit den Zytokinen behandelt. Triplikate oder sogar eine
noch hohere Anzahl identischer Proben derselben Behandlung, genauso wie
unbehandelte Proben als Kontrolle und Positivkontrollen mit IFNy und TNFa wurden

auf denselben Platten mitgefuhrt.

Nach der Inkubation in Behandlungsmedium fir 96 h wurde das Medium entfernt.
Anschlieend wurde der Assay entsprechend der Anleitung des fertigen Kits
durchgefuhrt.

Die Fixationslésung wurde fur 15 min bei Raumtemperatur appliziert und die Proben
anschlieRend mit PBS gewaschen. Nachdem die Farbungslésung hinzugegeben
wurde, wurden die Platten fur 12 h ohne CO2 bei 37°C inkubiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurden Kernstrukturen mit DAPI gegengefarbt.

Die Farbung wurde anschlieBend mit dem Mikroskop digital aufgenommen, in
derselben Art wie die Aufnahmen der Zellmorphologie, allerdings wurden diesmal
zusatzlich Bilder der Immunfluoreszenz der DAPI-gefarbten Kerne aufgenommen,
wodurch die Gesamtzahl der Zellen einfach ausgezahlt werden konnte.

Die grun-blaue Farbung von beta-Gal konnte mit digitalen Filtern verstarkt werden, was

die Unterscheidung zwischen positiven und negativen Zellen erleichterte.
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2.2.11 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Immunfluoreszenzmikroskopie wurde in Anlehnung an die Arbeit von Rentschler
et al. (Rentschler et al., 2018) durchgefuhrt.

Passagierte Zellen wurden in den Chamberslides fur Immunfluoreszenzfarbungen
ausgesat mit je 10* Zellen pro Kammer. Nach 24 h Inkubationszeit fiir die Adharenz
der Zellen bei 37°C im Brutschrank wurden die Zellen anschlief3end zwischen 24 h und
96 h mit Zytokinen oder HDACI behandelt. Fur jede Kammer mit behandelten Zellen
wurde zeitgleich eine Kammer mit unbehandelten Zellen als Kontrolle erstellt.

Nach der Behandlung wurde das Medium entfernt. Nach Waschen mit PBS erfolgte
die Fixation mit Methanol/Aceton 1:1 mit anschlie®Rendem Trocknen. AnschlieRend
erneutes Waschen mit PBSAT (PBS/BSA/Tween) und PBST (PBS/Triton x100). Nach
der Protein-Blockierung mit DAKO-Block konnte die Immunfarbung durchgefuhrt
werden.

Dafur wurden die Kammern flr mindestens 12 h bei 4°C mit dem Primarantikorper
versetzt. Nach mehreren Waschvorgangen mit PBST wurde der Sekundarantikrper
hinzugegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit
PBST erfolgte die Kernfarbung mit DAPI. Anschliel3end konnten die Kammern entfernt
und der Trager gedeckelt werden. Die Lagerung erfolgte dunkel und gekunhlt, bis die
Aufnahmen mit dem digitalen Immunfluoreszenzmikroskop durchgefuhrt werden

konnten.

Der Nachweis wurde in erster Linie qualitativ gefihrt, mit Ausnahme der Aufnahmen
der phosphoHP1y-positiven SAHF, die auch semiquantitativ ausgewertet wurden.
FUr die qualitative Analyse wurde die Belichtungszeit in der Kontrolle so gewahlt, dass
gerade noch keine Immunfluoreszenz wahrnehmbar ist. Mit der gleichen
Belichtungszeit erfolgte dann die Aufnahme der behandelten Zellen. Wenn in diesen
Zellen bei gleicher Belichtungszeit die Immunfluoreszenz darstellbar war, wurde der
Test qualitativ als positiv und somit als Beweis einer Zunahme der entsprechenden
Zielstruktur gewertet.

Fir die semiquantitative Auswertung der SAHF, die durch Antikérper gegen
phosphoHP1y fluoreszierend markiert wurden, wurde die Anzahl der markierten SAHF
pro Zellkern ausgezahlt. Hierbei wurde in Anlehnung an die Arbeit von Braumdller et

al. von 2013 ein Cutoff an SAHF pro Zellkern bestimmt, ab dem eine Zelle als positiv
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gewertet wurde. In jener Arbeit wurde ein Cutoff von 5 SAHF pro Zellkern gewahilt.
Aufgrund der bereits hohen Grundaktivitat in beiden Zelllinien auch ohne Behandlung
wurde fur die A204-Zellen ein Cutoff von 6 SAHF gewahlt, fur die MCF-7-Zellen sogar
ein Cutoff von 8 SAHF pro Zellkern, damit eine Zelle als positiv gewertet wurde.
Hierdurch konnte die Trennscharfe der behandelten Zellen gegeniber den

unbehandelten Kontrollen verbessert werden.

2.2.12 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) werden
Molekiile nach der GroRe, bzw. dem molekularen Gewicht aufgetrennt. Uber SDS
werden negative Ladungen zu den Proteinen hinzugefugt, so dass die urspringliche
Ladung des Molekils in der Auftrennung keine Rolle spielt und die Molekiile lediglich
anhand ihres Gewichts aufgetrennt werden (Laemmli, 1970; Gallagher, 2006).

Die SDS-Page wird dabei mit einem Stacking-Gel, das die Proteine an einer
gemeinsamen Lauffront vereinigt, und einem Running-Gel durchgefuhrt, das die
Proteine dann trennt. Die gegossenen Gele werden in einen Lauf-Tank mit Puffer
gestellt und die Proben in vorgeformte Gel-Taschen neben einer vorgefarbten
Proteinprobe, die als Mal3stab dient, eingebracht. AnschlieRend wird zunachst eine
geringere Spannung angelegt, um die Proteine vom Stacking-Gel in das Running-Gel
zu Uberfuhren. Anschliel3end erfolgt mit einer héheren Spannung die Auftrennung der

Proteinmolekule durch die Wanderung in Richtung der Anode.

Um die Proteine fur Antikdrper zuganglich zu machen, miussen diese aus dem
Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulosemembran Uberfihrt werden (Hnasko and
Hnasko, 2015).

Anschlieliend werden die Proteine mit einem primaren Antikdrper inkubiert, der gegen
das gesuchte Target gerichtet ist. Anschliel3end mit sekundaren Antikdrpern, die mit
HRP markiert sind inkubiert, um Uber die Farbung eine Signalverstarkung und die
Maoglichkeit einer Detektion Gber Chemolumineszenz zu erreichen.

Um die Proteine vom Gel auf die Membran zu transportieren, wurden Gel und
Membran in einer feuchten Kammer aus Schwammen und sogenanntem Whatman-

Papier verpackt.
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Dieses Paket wurde in eine Tragerkassette gegeben und in eine Kammer mit Blotting-
Puffer gestellt. Anschliel3iend wurden durch eine angelegte konstante Spannung tUber
Nacht die Proteine in die Membran transferiert, wobei die Kathode gelseitig und die
Anode membranseitig angelegt wurden. Da aufgrund des hohen Widerstands gegen
das elektrische Feld auch eine deutliche Erhitzung erfolgen kann, wurde die Kammer
uber Nacht gekuhlt, um die Zerstorung der Proteinproben zu verhindern.
AnschlieRend erfolgte die Markierung mit den primaren Antikorpern in einer
Verdinnung von 1:1000 in PBS. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, wurde
die Membran fur etwa 1 h in einem Protein-Block/PBS-Gemisch inkubiert.
Anschlieliend wurde der primare Antikorper hinzugefligt und Uber Nacht geschwenkt
bei Zimmertemperatur inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Membran mehrfach grindlich mit PBS-T gewaschen.
Eine Losung mit dem Western-Blotting-Substrat aus gleichen Teilen Luminol und
Oxidationsreagenz wurde vorbereitet und auf Eis gekuhilt.

Die Membran wurde anschliel3end zwischen zwei Abdeckungen aus einem Propylen-
Protector bzw. einer Kunststofffolie eingeschlagen und eventuelle Luftblasen unter der
Abdeckung vorsichtig herausgedrickt. AnschlieRend wurde der Film fur etwa 30 s

belichtet und anschlieRend entwickelt.

2.2.13 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Zur Auswertung der pHP1y-Assays erfolgte die Bestimmung des arithmetischen
Mittelwertes sowie der Standardabweichung, in der Darstellung wurde typischerweise
die 1.Standardabweichung mittels Fehlerbalken dargestelit.

Erganzend kam zur Prifung eines statistisch signifikanten Unterschieds zwischen
Kontrollen und Tests der Zweistichproben-t-Test fir unabhangige Stichproben zum
Einsatz (Students t-Test), um die Mittelwerte der erhobenen Stichproben zu
vergleichen. Hierbei wurde ein Konfidenzintervall von mindestens 95% (< p=0,05)
definiert. Die Normalverteilung der Stichproben wurde angenommen. Dieses
Verfahren wurde gewahlt, da jeder Test eine eigene Kontrolle aufwies, somit nur diese

zwei Gruppen je Experiment verglichen werden mussten.
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Die Auswertung der XTT-Assays und der SA-beta-Galaktosidase-Assays erfolgte
ebenfalls Uber die Bestimmung des arithmetischen Mittelwertes sowie der
Standardabweichung, ebenfalls erfolgte hier die Darstellung der 1.
Standardabweichung.

Da hier in einem Experiment jeweils mehrere Gruppen mit der Kontrollgruppe
verglichen wurden, wurde die einfaktorielle Varianzanalyse ANOVA herangezogen.
Fur jedes Experiment wurde eine Levene-Statistik zur Prifung der Varianzhomogenitat
durchgefuhrt. Konnte mit einem ausreichenden Konfidenzintervall von einer
Varianzhomogenitat ausgegangen werden, wurde mittels ANOVA die Hypothese der
Gleichheit der Mittelwerte Uber die Gruppen hinweg gepruft. Konnte diese Hypothese
mit einem Konfidenzintervall von 95% (<p=0,05) verworfen werden, sind anschlieend
als Post-Hoc-Test Mehrfachvergleiche zwischen einzelnen Gruppen erfolgt, hierbei
wurde im Falle der ANOVA eine Bonferroni-Korrektur des Alpha-Fehlers durchgefuhrt.
Die entscheidenden Mehrfachvergleiche bezogen sich hierbei auf den Vergleich der
Kontrollgruppe mit den einzelnen Testgruppen. Die Signifikanz wurden mit einem
Konfidenzintervall von 95% (<p=0,05) bestimmt und dargestellt.

Konnte Uber die Levene-Statistik keine ausreichende Sicherheit bezuglich des
Vorliegens einer Varianzhomogenitat bestimmt werden, wurde nach gleichem
Vorgehen stattdessen ein Welch-ANOVA durchgefiihrt, der Post-Hoc-Test erfolgte

hierbei mit einer Korrektur des Alpha-Fehlers nach Dunnett-T3 und Games-Howell.

Im Falle der Growth Assays zeigten sich deutliche Abweichungen der Zellzahlen
aufgrund der teils langen Inkubationszeiten Uber mehrere Passagen, so dass die
Erhebung eines Mittelwerts der Werte von wiederholten Experimenten nicht sinnvoll
erschien.

Wir haben die Experimente wiederholt und dabei ein ahnliches Ergebnis erzielt.
Exemplarisch wurde in den Abbildungen des Growth Assays eines der Experimente

dargestellt.

38



3. Ergebnisse

3.1 Zellviabilitat unter der Behandlung mit Histondeacetylaseinhibitoren

Mit Hilfe eines XTT-Essays sollten Ruckschlisse auf die zu testenden Konzentrationen
fur jede Zellreihe gezogen werden. Dabei war es wichtig, zum einen Konzentrationen
zu wahlen, die im wirksamen Bereich liegen und eine messbare Wirkung auf die
Zellproliferation nehmen, andererseits sollte die Toxizitat in diesem Bereich moglichst
gering sein, um mit dem Sterben vitaler Zellen einen moglichst geringen Einfluss auf

die Zellzahl und somit auf die korrespondierende Proliferationsrate zu nehmen.

Der XTT-Essay erlaubt Uber den Umsatz von zellularen Reduktionsfaktoren, im
Wesentlichen NADH, auf die Aktivitat der Mitochondrien, und damit auf die Anzahl
vitaler Zellen zurtickzuschlielRen. Diese Reduktionsfaktoren setzen das Reagenz in
einer Farbreaktion um, welche dann Uber die Extinktion im Fotometer gemessen

werden kann.

Fur die Etablierung der Behandlung mit HDACI in den verwendeten Zelllinien musste
zunachst der Bereich sinnvoller Behandlungskonzentrationen festgelegt werden, in
welchem eine hemmende Wirkung auf die Zellproliferation bei mdglichst geringer

Toxizitat besteht.

Uber die Bestimmung des Wachstumsverhaltens der Zellen sollte sowohl
Ruckschlisse auf die Toxizitat als auch auf die Proliferationshemmung moglich sein,
in dem die Wirkung der HDACI auf die Zellviabilitdt der behandelten Zellen in

verschiedenen Wachstumsphasen beobachtet wurde.

Da die HDACI diverse Wirkungen auf die Zellen und ihr Wachstumsverhalten nehmen
konnten, unter anderem Uber Zellzyklusarrest, wie in der Seneszenzinduktion, aber
zeitgleich auch zu einem Zelltod Uber Apoptoseinduktion fihren konnten (Xu et al.,
2007), war unser Ziel zunachst das Wachstumsverhalten der Zellen unter der
Behandlung mit HDACI zu untersuchen. Hierbei haben wir die Viabilitdt von
Zellpopulationen beider Zelllinien in der logarithmischen und respektive der

Plateauphase des Wachstums mittels des XTT-Assays bestimmt.
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Um die nétige Konzentration fur eine Proliferationshemmung zu bestimmen, wurden
die Zellen in einer geringeren Ausgangsmenge betrachtet, damit sie zum Zeitpunkt der
Behandlung mit den HDACI in einer log-Phase des Wachstums sind und die
konzentrationsabhangige Abnahme der Zellzahl unter den HDACI in erster Linie auf
ein gehemmtes Wachstum zurlckzuflhren ist (Abb. 4). Dennoch musste hierbei von
einer verringerten Zunahme der Zellzahl durch den kombinierten Effekt eines
Zellzyklusarrestes mit daraus folgender Proliferationshemmung, als auch durch eine
Induktion des Zelltodes durch Apoptose ausgegangen werden, da dies madgliche
bekannte Wirkungen der HDACI darstellten.

Simultan wurde fur die Bestimmung der konzentrationsabhangigen Toxizitat, in erster
Linie durch Apoptoseinduktion, eine grof3ere Zellzahl betrachtet, damit zum Zeitpunkt
der Behandlung die Zellen aufgrund des konfluierenden Wachstums auf begrenztem
Raum in einer nicht proliferierenden Plateauphase sind, und somit die
konzentrationsabhangige Abnahme der Zahl vitaler Zellen durch die HDACI-

Behandlung im Wesentlichen durch die Toxizitat bedingt war (Abb. 5).

Uber das Wachstumsverhalten der Zellpopulationen in geringer Ausgangsmenge, die
unbehandelt logarithmisch  proliferieren  wirden, wurde der minimale
Konzentrationsbereich bestimmt, bei dem eine Hemmung der Proliferation unter der
Behandlung eintrat. Dieser Bereich wurde dann als unterer Grenzbereich sinnvoller

Behandlungskonzentrationen der HDACI festgelegt.
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Abbildung 4: Schema des XTT-Assays zur Bestimmung des unteren Grenzbereichs

Schematische Darstellung der Deutung der Ergebnisse des XTT-Essays. Wirkung der HDACI in
steigender Konzentration auf logarithmischer Skala (x-Achse). Die Extinktion korrelierte dabei
logarithmisch mit der Anzahl vitaler Zellen. Die hellgraue Gerade zeigt die Baseline, also die Zellzahl
unbehandelter Zellen, die das Zellwachstum in der gleichen Zeit ohne Behandlung erreicht hat.

Die durch die Pfeile dargestellte Differenz zur Baseline in den exponentiell proliferierenden Zellen
zeigt den proliferationshemmenden Effekt durch die HDACI.

In gleicher Weise wurde das Wachstumsverhalten von konfluent gewachsenen, nicht
proliferierenden Zellen beobachtet. Dieses Verhalten wurde Uber die Aussaat einer
hohen Ausgangsmenge an Zellen erreicht. Da hier im unbehandelten Fall keine
Proliferation zu erwarten war, konnte die Verringerung der Zellzahl in erster Linie auf
die Toxizitat der Behandlung zurtickgefuihrt werden. Der obere Konzentrationsbereich
wurde als der Bereich definiert, bei dem noch keine ausgepragte Toxizitat zu
beobachten war. Als Korrelat diente die gemessene Extinktion der Farbreaktion eines

XTT-Assays als quantifizierbarer Marker der Zellviabilitat.
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Abbildung 5: Schema des XTT-Assays zur Bestimmung des oberen Grenzbereichs

Schematische Darstellung der Deutung der Ergebnisse des XTT-Essays. Wirkung der HDACI in
steigender Konzentration auf logarithmischer Skala (x). Die Extinktion korrelierte dabei logarithmisch
mit der Anzahl vitaler Zellen. Die hellgraue Gerade zeigt die Baseline, also die Zellzahl unbehandelter
Zellen, die das Zellwachstum in der gleichen Zeit ohne Behandlung erreicht hat.

Die durch die Pfeile dargestellte Differenz zur Baseline in den nicht proliferierenden Zellen zeigt in
erster Linie die Toxizitat durch die HDACI.

So ergab sich fur die Zellreihe A204 in der Behandlung mit TSA Gber 96 h ein sinnvoller
Konzentrationsbereich unterhalb 100 ng/ml. Im Bereich oberhalb von 200 ng/ml kam
es zu einer deutlichen Zunahme der Toxizitat, welche sich in der Abnahme der
Extinktion in der konfluent gewachsenen Zellpopulation zeigte (Abb. 6a).

Die Konzentration von 20 ng/ml zeigte im Vergleich zur Kontrolle ohne Behandlung
bereits eine deutliche Proliferationshemmung, so dass bereits diese niedrigeren
Konzentrationen eine sichtbare Wirkung im Sinne der Proliferationshemmung

aufweisen sollten (Abb. 6b).
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Abbildung 6: XTT-Assay der A204-Zellen nach Behandlung mit TSA iiber 96 h

A204-Zellen in der Behandlung mit TSA. Die Extinktion bei einer Wellenlénge von 450 nm ist gegeniiber
der Konzentration von TSA in logarithmischer Skalierung aufgetragen. Die Messpunkte zeigen den
Mittelwert, die Balken die erste Standardabweichung (n=3). Die Horizontale zeigt die unbehandelte
Kontrolle als Baseline.

(a) Bei 3000 Zellen als Ausgangsmenge wurde von einem konfluierenden Zellwachstum ausgegangen.
Die Signifikanz wurde mit ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur bestimmt. Der Stern *
zeigt p<0,05 gegentiber der Baseline.

(b) Bei 500 Zellen Ausgangsmenge erfolgte die Behandlung von Zellen, die noch proliferieren.

Die Signifikanz wurde mit Welch-ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Dunnett-T3-Korrektur bestimmt. Der
Stern * zeigt p<0,05 gegenliber der Baseline.

In der Behandlung von A204 mit SAHA Uber 96 h zeigte sich bezuglich der Toxizitat
ein guter Konzentrationsbereich unterhalb von 5 uM. Auch hier kam es oberhalb dieser
Konzentration zu einer deutlichen Zunahme der Toxizitat (Abb. 7a). Die niedrigste
getestete  Konzentration lag hier bei 0,1 puM, welche eine geringe
Proliferationshemmung zeigte. Eine signifikante Proliferationshemmung sahen wir

aber erst bei Konzentrationen oberhalb von 0,2 uM (Abb. 7b).
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Abbildung 7: XTT-Assay der A204-Zellen nach Behandlung mit SAHA (iber 96 h

A204-Zellen in der Behandlung mit SAHA. Die Extinktion bei einer Wellenldnge von 450 nm ist
gegeniiber der Konzentration von SAHA in logarithmischer Skalierung aufgetragen. Die Messpunkte
zeigen den Mittelwert, die Balken die erste Standardabweichung (n=3). Die Horizontale zeigt die
unbehandelte Kontrolle als Baseline.

(a) Bei 3000 Zellen als Ausgangsmenge wurde von einem konfluierenden Zellwachstum ausgegangen.
Die Signifikanz wurde mit ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur bestimmt. Der Stern *
zeigt p<0,05 gegenliber der Baseline.

(b) Bei 500 Zellen Ausgangsmenge erfolgte die Behandlung von Zellen, die noch proliferieren.

Die Signifikanz wurde mit Welch-ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Dunnett-T3-Korrektur bestimmt. Der
Stern * zeigt p<0,05 gegenliber der Baseline.

In der Behandlung von MCF-7 mit TSA Uber 96 h kam es erst ab Konzentrationen
oberhalb von 200 ng/ml zu einer scheinbaren Zunahme der Toxizitat (Abb. 8a), die in
unserer Stichprobe allerdings nicht als signifikant zu werten war. Eine
Proliferationshemmung war schon bei Konzentrationen von 10 ng/ml zu beobachten
(Abb. 8b). Jedoch schien der Effekt in der Graphik zunachst geringer ausgepragt als
bei den A204-Zellen. Allerdings bestand bei den MCF-7-Zellen eine niedrigere
Grundextinktion, was als Korrelat des Umsatzes von Reduktionsfaktoren zu der
geringeren Wachstums- und Zellumsatzkinetik der MCF-7-Zellen passt (Sutherland et

al., 1983).
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Abbildung 8: XTT-Assay der MCF-7-Zellen nach Behandlung mit TSA iiber 96 h

Die Extinktion bei einer Wellenldnge von 450 nm ist gegeniiber der Konzentration von SAHA in
logarithmischer Skalierung aufgetragen. Die Messpunkte zeigen den Mittelwert, die Balken die erste
Standardabweichung. n=3. Die Horizontale zeigt die unbehandelte Kontrolle als Baseline.

(a) Bei 3000 Zellen als Ausgangsmenge wurde von einem konfluierenden Zellwachstum ausgegangen.
Die Signifikanz wurde mit ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur bestimmt. In diesem
Versuch konnte keine signifikante Abweichung der Messpunkte von der Baseline festgestellt werden
(p>0,05).

(b) Bei 500 Zellen Ausgangsmenge erfolgte die Behandlung von Zellen, die noch proliferieren.

Die Signifikanz wurde mit ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur bestimmt. Der Stern *
zeigt p<0,05 gegentliber der Baseline.

MCF-7-Zellen zeigten sich insbesondere in der Proliferationshemmung und in der
Behandlung mit SAHA resistenter als die Zellen der A204-Reihe, so dass Unterschiede
in der Extinktion geringer ausgefallen sind, was wiederum fur eine geringere
Beeinflussung der Zellzahlen spricht (Abb. 9a und 9b). Daraus lasst sich
madglicherweise auf eine hdhere Resistenz der MCF-7-Zellen in der Behandlung mit
HDACI schlief3en.

In der Behandlung von MCF-7 mit SAHA kam es auch bei der vom Hersteller
angegebenen Hochstdosis von 10 yM zu einem nur geringen Anstieg der Toxizitat.
Eine deutliche Abnahme der Zellzahl in den konfluent gewachsenen Zellen zeigte sich
auch nicht bei einer Behandlung mit der Hochstkonzentration von 10 uM (Abb. 9a).
AuRerdem zeigte sich in der Behandlung mit SAHA ebenfalls nur eine geringe
Proliferationshemmung, diese war erst bei Konzentrationen oberhalb von 5 pM
signifikant im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (Abb. 9b). Dennoch haben wir
im Weiteren davon abgesehen, die MCF-7-Zellen mit deutlich hoheren
Konzentrationen von SAHA zu behandeln, zum einen um den vom Hersteller
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angegebenen wirksamen Bereich einzuhalten, zum anderen um eine bessere
Vergleichbarkeit der beiden Zellsysteme zu erreichen. In den weiteren
Wachstumsstudien zeigte sich bei der Zellzahl ohnehin ein deutlich groRerer Einfluss
der HDACI auf die MCF-7-Zellen, als es der indirekte Nachweis Uber die Viabilitat mit

dem XTT-Essay zunachst vermuten liel3.
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Abbildung 9: XTT-Assay der MCF-7-Zellen nach Behandlung mit SAHA liber 96 h

Die Extinktion bei einer Wellenldnge von 450 nm ist gegeniiber der Konzentration von SAHA in
logarithmischer Skalierung aufgetragen. Die Messpunkte zeigen den Mittelwert, die Balken die erste
Standardabweichung. n=3. Die Horizontale zeigt die unbehandelte Kontrolle als Baseline.

(a) Bei 3000 Zellen als Ausgangsmenge wurde von einem konfluierenden Zellwachstum ausgegangen.
Die Signifikanz wurde mit ANOVA bestimmt. In diesem Versuch konnte keine signifikante Abweichung
der Messpunkte von der Baseline festgestellt werden (p>0,05).

(b) Bei 500 Zellen Ausgangsmenge erfolgte die Behandlung von Zellen, die noch proliferieren.

Die Signifikanz wurde mit Welch-ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Dunett-T3-Korrektur bestimmt. Der
Stern * zeigt p<0,05 gegenliber der Baseline.

In der Behandlung beider Zellreihen wurde anschlieRend im Sinne einer besseren
Vergleichbarkeit ein gemeinsamer Konzentrationsbereich fur beide Zellreihen gewahilt,
jeweils an die Ergebnisse des XTT-Assays des jeweiligen HDACI angepasst. So

wurden in der Folge fur TSA Konzentrationen zwischen 10 und 100 ng/ml verwendet,

bei SAHA Konzentrationen zwischen 1 und 5 uM.
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3.2Expression der Histondeacetylasen in unbehandelten Zellen

Die Expression der HDACs als Zielmolekil unserer Behandlung wurde in
unbehandelten Zellen der verwendeten Zelllinien mit Hilfe des Western-Blot-
Verfahrens bestimmt. Dadurch konnte ein Expressionsprofil der HDACs in den
Tumorzellen bestimmt werden. Aulerdem ergab sich so ein Hinweis, dass die Wirkung
der Behandlung mit den HDACI tatsachlich auf der Inhibition der HDACs beruhen

sollte.
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Abbildung 10: Western-Blot der HDAC-Subtypen in unbehandelten A204- und MCF-7-
Zellen

Aufnahmen der Western-Blots nach Antikbrpermarkierung verschiedener HDACs. Qualitativer Vergleich
der Expression der einzelnen HDAC-Subtypen durch Gegenliberstellung beider unbehandelten
Zellreihen. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Das Ausmal3 und die Séttigung der Bande entsprechen
dem Ausmall der Expression des gesuchten Proteins. Das scheinbare Molekulargewicht in kilo Dalton
(kD) wird durch die Markierungen an der linken Seite des Western-Blots gezeigt.

Es zeigte sich eine geringere Expression der getesteten HDACs in den MCF-7-Zellen
als in den A204-Zellen. In beiden Zellreihen zeigte sich eine nur sehr geringe
Expression der HDACs 2 und 3 als Vertreter der Klasse | HDACs, wobei die
Expression des HDAC2 in den A204-Zellen hoher ist, als in den MCF-7-Zellen (Abb.
10).

HDAC4, HDACS und HDAC7 gehdren zu der HDAC Klasse Ila. HDAC3 und HDACS

werden dabei in beiden Zellreihen kaum exprimiert, HDAC4 wird dafur deutlich
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exprimiert. Die Expression von HDAC7 ist in beiden Zellreihen ahnlich hoch.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass MCF-7-Zellen die meisten untersuchten

HDACs weniger ausgepragt exprimieren, als die A204-Zellen (Abb. 10).

HDAC?2 ist in den A204 deutlich exprimiert, in den MCF-7-Zellen weniger ausgepragt.
Da es sich jedoch nur um einen qualitativen Nachweis handelt, ist ein positiver Effekt
der HDACI auch in MCF-7-Zellen nicht auszuschlieRen.

Da in den Zellreihen A204 und MCF-7 HDAC3 kaum exprimiert wird, ist ein
bedeutender Einfluss hier zum einen nicht zu erwarten. Zum anderen legt dies auch
nahe, dass eine Behandlung mit selektiven HDAC3-Inhibitoren, wie z.B. RGFP699,
BG45 oder T247, zunachst nicht sinnvoll erscheint, und in dieser Studie auch nicht

durchgefuhrt wurde.

HDACY7 wird in beiden hier untersuchten Zellreihen exprimiert, daher ist anzunehmen,
dass eine Inhibition durch HDACI auch uber HDAC7 einen Effekt in Richtung

Zellzyklusarrest zeigen kann.

Die starkste Expression zeigte sich in beiden Zellreihen fir HDAC4, in den A204-Zellen

noch ausgepragter als in den MCF-7-Zellen.

Aufgrund des Expressionsprofils in den unbehandelten Zellreihen, konnten wir zeigen,
dass HDACs in den Zellen exprimiert werden, und dass beide Zellreihen ein dhnliches
Expressionsmuster aufweisen, wenn auch die MCF-7-Zellen insgesamt eine geringere
Expression zeigen. Aufgrund der deutlichen Expression von HDAC4 in beiden
Zellreihen, kann bei einer Ubergreifenden effektiven Hemmung praktisch aller HDAC-
Untergruppen, wie durch pan-Histondeacetylase-Inhibitoren, namlich die HDACI TSA
und SAHA, ein deutlicher Effekt durch die Inhibition von HDAC4 erwartet werden.
Geht man im Falle der HDAC von einer Konzentrations-Wirkungs-Beziehung aus,
sollte ein grol3er Anteil der Effekte durch die HDACI auf die Inhibition von HDAC4
zurlckzuflhren sein. Ebenso, wenn auch weniger ausgepragt, ist ein Effekt durch die
Inhibition von HDAC2 und HDAC?7 zu erwarten.
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3.3 Immunfluoreszenz von H3K9ac

Durch die Behandlung mit den HDACI ist eine Zunahme der Acetylierung an Histonen
und anderen molekularen Zielstrukturen zu erwarten. Durch die Markierung mit
Antikorpern gegen acetylierte Histonseitenketten kann der Acetylierungsstatus der
Histone vor und nach der Behandlung mit HDACI qualitativ bestimmt werden.

Fur diesen Versuch wurde ein kommerzieller Antikdrper gegen ein acetyliertes Lysin 9
an Histon 3 verwendet, welches ein mogliches Target fur die durch die Inhibitoren
gehemmten HDACs darstellt. Eine Zunahme des Acetylierungsstatus an H3K9 durch
HDACI konnte bereits gezeigt werden (Hezroni et al., 2011).

Fur beide Zelllinien wurden daftir Zellen flr 24 h mit 100 ng/ml TSA oder 5 uM SAHA
behandelt, wahrend die Kontrollzellen mit frischem Medium fur dieselben 24 h parallel
weiter inkubiert wurden.

Neben unbehandelten Kontrollen diente auch eine Behandlung mit IFNy und TNFa als

Vergleich.

Anschlietend wurden die Zellen mit dem H3K9ac-Antikorper markiert und mit einer

Kernfarbung mit DAPI gegengefarbt.

Im Folgenden zeigte sich in den Behandlungen sowohl mit SAHA als auch mit TSA in
beiden Zellreihen ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz (Abb. 11; Abb. 12), was
eindeutig fur eine Zunahme der Acetylierung spricht, und somit auf eine effektive

Hemmung der HDACs hinweist.
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Abbildung 11: Immunfluoreszenzmikroskopie von H3K9ac unter Behandlung mit TSA
(a) in A204-Zellen und (b) MCF-7-Zellen

TSA

Kontrolle

Kontrolle

Aufnahmen der Immunfluoreszenz von Kontrollzellen und TSA-behandelten Zellen. Von links nach
rechts ist jeweils eine Aufnahme der Kerbfdrbung mittels DAPI, der ac H3K9-Antikbrper-abhdngigen
Fluoreszenz und die Uberlagerung der beiden Aufnahmen zu sehen. Im oberen Teil sind die A204-
Zellen (a), im unteren Teil die MCF-7-Zellen (b) Die Behandlung der Zellen erfolgte mit 100 ng/ml TSA.
Die Belichtungszeit fir Kontrollzellen und TSA-behandelte Zellen war identisch. Die Abbildung zeigt
reprasentative Aufnahmen der verschiedenen Gruppen.
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Abbildung 12: Inmunfluoreszenzmikroskopie von H3K9ac unter Behandlung mit
SAHA in A204- und MCF-7-Zellen

Aufnahmen der Immunfluoreszenz von Kontrollzellen und SAHA-behandelten Zellen. Von links nach
rechts ist jeweils eine Aufnahme der Kerbfdrbung mittels DAPI, der ac H3K9-Antikérper-abhdngigen
Fluoreszenz und die Uberlagerung der beiden Aufnahmen zu sehen. Im oberen Teil sind die A204-
Zellen (a), im unteren Teil die MCF-7-Zellen (b) Die Behandlung der Zellen erfolgte mit 5 uM SAHA. Die
Belichtungszeit fiir Kontrollzellen und SAHA-behandelte Zellen war identisch. Die Abbildung zeigt
reprdsentative Aufnahmen der verschiedenen Gruppen.
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Abbildung 13: Immunfluoreszenzmikroskopie von H3K9ac unter Behandlung mit den
Zytokinen IFNy und TNFa in A204- und MCF-7-Zellen

Aufnahmen der Immunfluoreszenz von Kontrollzellen und Zytokin-behandelten Zellen. Von links nach
rechts ist jeweils eine Aufnahme der Kerbfarbung mittels DAPI, der ac H3K9-Antikérper-abhdngigen
Fluoreszenz und die Uberlagerung der beiden Aufnahmen zu sehen. Im oberen Teil sind die A204-
Zellen (a), im unteren Teil die MCF-7-Zellen (b) Die Behandlung der Zellen erfolgte mit IFNy+TNFa, bei
den A204-Zellen mit 100 ng/ml +100 pg/ml, bei den MCF-7-Zellen mit 100 ng/ml+ 10 ng/ml.

Die Belichtungszeit fiir Kontrollzellen und Zytokin-behandelte Zellen war identisch. Die Abbildung zeigt
reprdsentative Aufnahmen der verschiedenen Gruppen.
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In beiden Zellreihen und mit beiden verwendeten HDACI kommt es also zu einer
Zunahme der Acetylierung an den Histonen, was die Inhibition der HDACs bestatigt
und fur die Wirksamkeit der HDACI in dem verwendeten Zellsystem spricht (Abb. 11
und 12).

In der Kontrolle mit IFNy und TNFa bleibt die Acetylierung unter Behandlung so gering,
dass sie unter den gegebenen Bedingungen und der gewahlten Belichtungszeit nicht
nachweisbar ist. Damit kommt es unter der Behandlung mit IFNy und TNFa wahrend
der Inkubationszeit von 24 h nicht zu einer feststellbaren Zunahme der Acetylierung
an H3K9 (Abb. 13).

3.4 Histondeacetylaseinhibitor-induzierter Wachstumsarrest

Die Proliferationshemmung, mit dem Ziel einen vollstandigen Wachstumsarrest mit
konstanten Zellzahlen zu erreichen, ist ein zentrales Kriterium der Seneszenz.

Eine aussagekraftige Methode, um die Proliferationshemmung durch die Behandlung
nachzuweisen, ist das Zellwachstum von behandelten Zellen und unbehandelten

Kontrollzellen zu messen und dann zu vergleichen.

In den folgenden Growth-Assays wurden Zellen in 6-Well-Platten ausgesat, so dass
es 3 Wells mit identischer Behandlung und 3 Wells ohne Behandlung auf derselben
Platte gab, die dann gemeinsam unter identischen Bedingungen inkubiert wurden.

Das entscheidende Augenmerk liegt bei diesem Wachstumsassay auf dem
unterschiedlichen Verhalten der unbehandelten und behandelten Zellen im Ubergang
von p0 nach p1. Daflr wurde jeweils die gleiche Anzahl von Zellen mit und ohne
Vorbehandlung ausgesat, allerdings nur in Medium, also unter identischen
Bedingungen. Das unterschiedliche Wachstumsverhalten ergab sich hierbei durch den
anhaltenden Effekt der Vorbehandlung. Der proliferationshemmende Effekt ist also auf
eine durch die zuvor durchgefuhrte Behandlung herbeigefiuhrte Veranderung an den

Zellen zurtckzufihren.
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Abbildung 14: Wachstumskurven der A204-Zellen nach Behandlung mit HDACI oder
Zytokinen

Wachstumskurven der A204-Zellen bei exponentiellem Zellwachstum in linearer Skalierung. Die X-
Achse zeigt dabei die Zahl der Passage, die Y-Achse die Anzahl vitaler Zellen. Die graue Kurve zeigt
Jeweils die unbehandelten Zellen, die auf derselben Platte unter denselben Bedingungen als Kontrolle
ausgeséat wurden. Die Passage p-1 beschreibt die Aussaat von in der Regel 100 000 Zellen. p0
beschreibt die Passage der Zellen nach der Behandlung fiir mindestens 96 h. Die Passage p1
beschreibt die Zellzahl nach mindestens weiteren 96 h ohne weitere Behandlung. Die Datenpunkte
zeigen exemplarisch ein Experiment. Dieses Experiment wurde mit einem &hnlichen Ausgang
wiederholt. (a)-(c) zeigt die Behandlung mit SAHA in steigenden Konzentrationen, (d)-(f) die Behandlung
mit TSA und (g) die Behandlung mit IFNy und TNFa.

Die Steigung der Kurven des Growth-Assays entspricht der Wachstumsrate, wobei
eine identische Steigung derselben Wachstumsrate entspricht. Je flacher die Steigung,
desto geringer die Wachstumsrate und damit die Proliferation. Ein waagrechter Verlauf
der Kurve entspricht also einem vollstandigen Wachstumsarrest, d.h. die Zellzahl bleibt

von Passage zu Passage (annahernd) gleich.

Im Falle der A204 Zellen zeigte sich sowohl unter TSA als auch unter SAHA eine
Abnahme der Zellzahl, was wiederum fir eine Abnahme der Proliferationsrate unter
der HDACI-Behandlung spricht. Die Abnahme der Proliferationsrate scheint sich dabei
konzentrationsabhangig zu verhalten und mit zunehmender Konzentration der HDACI
zu einer ausgepragteren Proliferationshemmung zu fihren. Auch unter den héchsten
getesteten Konzentrationen der HDACI kommt es nicht zu einem vollstandigen
Wachstumsarrest, jedoch zeigt sich vor allem bei 5 uM SAHA eine deutliche Zunahme
der Wachstumshemmung (Abb. 14a-c). Die Wachstumshemmung ist weniger

ausgepragt bei TSA bis zu Konzentrationen von 100 ng/ml (Abb. 14d-f).

Die Positivkontrolle mit IFNy und TNFa zeigt hingegen, dass fur die A204-Zellen ein
vollstandiger Wachstumsarrest zu erreichen ist, der ein wichtiges Kriterium fur die
Seneszenzinduktion darstellt (Abb. 14g). In den A204-Zellen ist ein vollstandiger
Wachstumsarrest somit madglich, auch wenn dieser mit den verwendeten
Konzentrationen der HDACI nicht erreicht wurde. Allerdings konnte eine deutliche und

Uber die Behandlung hinaus anhaltende Proliferationshemmung erreicht werden.

55



(a)

(b)

(c)

(d)

Lebende Zellen

—
L

Lebende Zellen

(f)

Lebende Zellen

40107 -
=2 HKontrolle
T
g 3.0x10 & SAHA 1pM
K
% 20107 H
g
E 10107 4
0 L T
Q'N Qt.'s q'\.
Behandlung Medium
20107 -
=8 Kontrolle
T
E 1510 —& S5AHA ZpM
5
% 10107 +
g
E 5.0=105 4
0
b
-3 & Q
Behandlung Medium
60107 -
=8 HKontrolle
5
Pl
D
g
'E 2.0=107 4
-
0 i T
By
" qﬁ qh‘
Behandlung Medium

20107 4

== Kontrolle
T
1.5:10 -B T5A 50 ngiml
102407 ~
50108 4
0- T
Q:\ ¢ Q
Behandlung Medium
4,007 -
=8= HKontrolle
= 7
301071 _a 75 100 ngimi
20107 4
10107 +
1] i T
& & ¢
Behandlung Medium
4.0:107 -
=8= HKontrolle
E21 T
3.0+10 - IFMy 100 mg/ml
+THFz 10 ngiml
20107 4

10107

Behandlung Medium

Abbildung 15: Wachstumskurven der MCF-7-Zellen nach Behandlung mit HDACI oder

Zytokinen

Wachstumskurven fiir die Behandlung der MCF-7-Zellen. Die X-Achse zeigt dabei die Zahl der Passage,
die Y-Achse die Anzahl vitaler Zellen in linearer Skalierung. Die graue Kurve zeigt jeweils die
unbehandelten Zellen, die auf derselben Platte unter denselben Bedingungen als Kontrolle ausgesét
wurden. Die Passage p-1 beschreibt die Aussaat von in der Regel 100 000 Zellen. p0O beschreibt die
Passage der Zellen nach der Behandlung fiir mindestens 96 h. Die Passage p1 beschreibt die Zellzahl
nach mindestens weiteren 96 h ohne weitere Behandlung. Die Datenpunkte zeigen exemplarisch ein
Experiment. Dieses Experiment wurde mit einem &hnlichen Ausgang wiederholt. (a)-(c) zeigt die
Behandlung mit SAHA in steigenden Konzentrationen, (d)-(e) die Behandlung mit TSA und (f) die
Behandlung mit IFNy und TNFa.
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Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei den MCF-7 Zellen. Auch hier scheint es eine
konzentrationsabhangige Wirkung der HDACI auf die Wachstumshemmung zu geben,
wobei hohere Konzentrationen der HDACI positiv mit einer ausgepragteren
Proliferationshemmung korrelierten. In den MCF-7-Zellen konnte durch die HDACI in
den verwendeten Konzentrationen jedoch kein vollstandiger Wachstumsarrest erreicht
werden. Allerdings zeigte sich auch hier eine deutliche und Uber die Behandlung mit
den HDACI hinaus anhaltende Proliferationshemmung (Abb. 15a-e).

Auch die MCF-7 erreichen unter der Positivkontrolle mit IFNy und TNFa einen
vollstandigen und Uber eine unbehandelte Passage anhaltenden Wachstumsarrest,
was auch fur diese Zelllinie die Moglichkeit des vollstandigen Wachstumsarrests
nachweist (Abb. 15f).

Zusammengefasst zeigt sich eine konzentrationsabhangige Proliferationshemmung
beider Tumorzelllinien unter der Behandlung mit je einem der verwendeten HDACI im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, welcher auch Uber mindestens eine
Passage nach Abschluss der Behandlung uber 96 h anhalt.

Beide Zellreihen lassen sich in einen vollstandigen Wachstumsarrest versetzen, was
durch die Positivkontrolle mit der Kombinationsbehandlung aus IFNy und TNFa

gezeigt werden konnte.
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3.5 Anhaltender Wachstumsarrest

Ein Kriterium der Seneszenz ist die Permanenz des Wachstumsarrests. Im Falle einer
erfolgreichen Seneszenzinduktion sollte daher ein Wachstumsarrest auch fur weitere
Passagen nach der Zytokin- beziehungsweise HDACI-Behandlung bestehen bleiben.
Im Folgenden wurde daher erneut ein Wachstums-Assay nach zuvor beschriebenem
Schema durchgeflihrt. Jedoch erfolgte hier die Behandlung flir eine Dauer von 96 h,
anschliellend die Beobachtung der Proliferationsrate Uber mehrere unbehandelte
Zyklen. Da nicht davon auszugehen ist, dass 100% der behandelten Zellen in ein
seneszentes Stadium beziehungsweise eine anhaltende Proliferationshemmung
ubergehen, ist kein vollstandiger Wachstumsarrest zu erwarten, da die verbliebenen
teilungsfahigen Zellen aufgrund ihres exponentiellen Wachstumsverhaltens die Zellen
in Wachstumsarrest nach einigen Passagen aufgrund ihrer inzwischen viel hoheren
Anzahl Uberlagern. Wie viele Passagen es jedoch dauert, bis sich die
Proliferationsraten wieder an die der Kontrolle angleichen, gibt Aufschluss darlber,

wie grofd der Anteil an seneszenten Zellen zu Beginn war.

Aufgrund der logarithmischen Darstellung im Schaubild zeigt sich die Proliferationsrate
in der Steigung der Kurve. Die logarithmische Skalierung ermdglicht es zudem kleinere
Unterschiede in den unteren Zellzahlbereichen besser darzustellen. AuRerdem ist so
die Darstellung grofRer Zellzahlbereiche Uber mehrere Zehnerpotenzen einfacher und

deutlicher moglich.

Als Vergleich dient auch hier die Behandlung mit IFNy und TNFa.
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Abbildung 16: Wachstumskurven der A204-Zellen liber vier Passagen

Zahl vitaler A204-Zellen an der Y-Achse in logarithmischer Skalierung und Passagenzahl an der X-
Achse. Die graue Kurve zeigt die unbehandelten Kontrollen. Die Datenpunkte zeigen exemplarisch ein
Experiment. Dieses wurde mit einem &hnlichen Ausgang wiederholt.

Bei idealem logarithmischen Wachstumsverhalten sollten die Kontrollen aufgrund des exponentiellen
Wachstums annéhernd eine Gerade zeigen. (a) zeigt die Behandlung mit TSA, (b) die Behandlung mit
SAHA und (c) die Behandlung mit IFNy und TNFa. Die Behandlung erfolgte mit 100 ng/ml TSA, 5 uM
SAHA und die Positivkontrolle mit 100 ng/ml IFNy + 100 pg/ml TNFa.

In der Behandlung mit TSA zeigte sich erneut nur ein unvollstandiger
Wachstumsarrest. Bereits in der dritten unbehandelten Passage hatte sich die
Proliferationsrate weitgehend an die der unbehandelten Kontrolle angeglichen (Abb.
16a).

Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei der Behandlung mit SAHA. Auch wenn der
initiale Wachstumsarrest ausgepragter ist, zeigte sich bereits nach einer
unbehandelten Passage eine Angleichung an die Proliferationsrate der unbehandelten
Kontrolle (Abb. 16b).
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Bei den A204-Zellen zeigte sich in der Positivkontrolle mit IFNy und TNFa ein beinahe
vollstandiger Wachstumsarrest. Auch ohne weitere Behandlung blieb die
Proliferationsrate nach 3 Passagen unterhalb der unbehandelten Kontrolle, was flr
einen nachhaltigen Wachstumsarrest auch ohne weitere Behandlung spricht (Abb.
16c).
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Abbildung 17: Wachstumskurven der MCF-7-Zellen (iber vier Passagen

Zahl vitaler MCF-7-Zellen an der Y-Achse in logarithmischer Skalierung und die Passagenzahl an der
X-Achse. Die graue Kurve zeigt die unbehandelten Kontrollen. Die Datenpunkte zeigen exemplarisch
ein Experiment. Dieses Experiment wurde mit einem &hnlichen Ausgang wiederholt.

(a) zeigt die Behandlung mit TSA, (b) die Behandlung mit SAHA und (c) die Behandlung mit IFNy und
TNFa. Die Behandlung erfolgte mit 100 ng/ml TSA, 5 uM SAHA und die Positivkontrolle mit 100 ng/ml
IFNy + 10 ng/ml TNFa.
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Die Behandlung mit SAHA und TSA verhalt sich auch in MCF-7-Zellen ahnlich wie bei
den A204-Zellen. Nach initialem unvollstandigem Wachstumsarrest kommt es relativ
schnell, nach 1-2 unbehandelten Passagen, wieder zur Angleichung an die
Proliferationsrate der unbehandelten Kontrolle (Abb. 17a und 17b).

Auch im Fall der MCF-7-Zellen erbrachte die Behandlung mit der Positivkontrolle IFNy
und TNFa einen vollstandigen Wachstumsarrest, mit einer konstant erniedrigten
Proliferation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Somit kann man in MCF-7-

Zellen von einem permanenten Wachstumsarrest ausgehen (Abb. 17c).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass mit den hier verwendeten
Konzentrationen der HDACI in den verwendeten Zelllinien kein permanenter

Wachstumsarrest induziert werden konnte.

3.6 Morphologische Veranderungen nach Histondeacetylaseinhibitor-

Behandlung

Im Folgenden wurden unbehandelte Zellen beider Zelllinien jeweils mit Zellen, die Uber

96 h mit je einem der beiden HDACI behandelt wurden, bezlglich der induzierten

morphologischen Veranderungen verglichen.
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Abbildung 18: Lichtmikroskopische Aufnahmen der morphologischen Verdnderungen
der A204-Zellen

(a) Unbehandelte A204-Zellen. 400x Vergré3erung, der diinne schwarze Pfeil zeigt die runde
Morphologie, der dicke schwarz umrandete Pfeil die spindelférmige Form der A204-Zellen.

(b) Unbehandelte A204-Zellen. 100x Vergré3erung, konfluierendes Wachstumsmuster

(c) 400x VergréRerung. Behandlung mit 5 uM SAHA (ber 96 h. Rarefizierung der runden Morphologie
(dinner schwarzer Pfeil). VergréBerten Zellkerne (rot umrandeter Zellkern) und reichlich Zytoplasma
(griin umrandete Zelle). Dendritus-dhnliche Ausléaufer (dick-umrandeter schwarzer Pfeil).

(d) 100x VergréBerung. Behandlung mit 100 ng/ml TSA. Zellrarefizierung und morphologische
Verdnderungen.

(e)+(f) Kontrollbehandlung der A204-Zellen mit 100 ng/ml IFNy und 100 pg/ml TNFa (ber 96 h.

(e) 400x VergréBerung und (f) 200x Vergré3erung. Rarefizierung der runden Morphologie (schwarzer
diinner Pfeil), dendritische Zellausldufer (dick-umrandeter schwarzer Pfeil), groer Zellkern und
reichlich Zytoplasma (blauer Pfeil), Zelltriimmer und Zellreste abgestorbener Zellen (roter Pfeil).
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Die unbehandelten A204-Zellen zeigten eine Besonderheit, namlich dass diese in zwei
verschiedenen distinktiven Morphologien in der Kultur vorliegen konnen. Zum einen
zeigten sich spindelférmige Zellen mit kleinem Zellkern, zum anderen kreisrunde
Zellen mit etwas prominenterem Zellkern, welche scheinbar in einer zweiten Schicht
vorkommen. Auch die kreisrunden Zellen lie3en sich physikalisch nicht ohne Weiteres
mobilisieren, so dass auch hier von einer Adharenz zur Oberflache der Kulturschale
bzw. zu den dort adharenten spindelférmigen Zellen ausgegangen werden muss (Abb.
18a und 18b).

Unter der Behandlung mit den HDACI kam es zu einer Verringerung der Proliferation,
was sich in einer verminderten Zelldichte zeigte. Die Zellen konnten unter der
Behandlung in der gleichen Zeit, in der die unbehandelten Zellen ein konfluierendes
Wachstum zeigten, die Kulturplatte nicht fillen und zeigten teils unbesiedelte Areale.
Zusatzlich veranderte sich die Morphologie, insoweit, dass die runden Zellen seltener
wurden und teils ganz verschwanden. Die spindelférmigen Zellen wurden zum Teil
flachiger und nahmen sowohl an Zytoplasma als auch Zellkerngréfde zu. Zusatzlich
zeigte sich zum Teil ein eher kleiner Phanotyp, bei dem die spindelférmigen Auslaufer
langer und schmaler wurden, und einzelne Zellen entfernt an Neurone mit Dendriten
erinnerten. Dabei zeigen sich ahnliche morphologische Veranderungen unter der
Behandlung mit SAHA und TSA (Abb. 18c und 18d).

Auffallig war, dass die runde Morphologie vor allem in Arealen mit wenig Zelldichte
kaum zu finden war, wohingegen in Bereichen mit hoher Zelldichte vermehrt der runde
Phanotyp zu sehen war. Man kann daher annehmen, dass der runde Phanotyp eine
Art zweiten Layer darstellt, der sich ausbildet, wenn die Zellen im ersten Layer bereits
konfluierend zusammengewachsen sind.

In der Kontrollbehandlung der A204-Zellen mit IFNy und TNFa konnten ahnliche
Veranderungen beobachtet werden, wie unter der Behandlung mit den HDACI. Neben
der deutlichen Verminderung der Zellzahl kam es auch hier zu morphologischen
Veranderungen zu flachen, zytoplasmareichen Zellen mit vergrofiertem Zellkern und
kleinen Zellen mit verlangerten, Dendriten-artigen Auslaufern. Auffallig hierbei war
aber die deutliche Zunahme an Zelltratmmern und avitaler Zellreste (Abb. 18e und 18f).
In der Kombinationsbehandlung mit IFNy und TNFa muss also auch von einer nicht zu
unterschatzenden Toxizitat ausgegangen werden, am ehesten im Sinne einer
Apoptoseinduktion. In den Einzelbehandlungen mit HDACI war dies nicht in dieser

Auspragung zu beobachten, da ein nicht toxischer Konzentrationsbereich flir die
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entsprechenden Zellen bereits im Vorfeld bestimmt wurde. Allerdings zeigte sich unter
diesen Konzentrationen der HDACI auch kein vollstandiger Wachstumsarrest, welcher
bei hoheren Konzentrationen eventuell moglich gewesen ware.

Zusammenfassend zeigten die A204-Zellen distinktive Veranderungen unter der
HDACI-Behandlung, die zu den Kriterien eines seneszenten Phanotyps passen. Die
morphologischen Veranderungen der mit HDACI behandelten Zellen zeigten dabei
Ahnlichkeiten mit den Zellen, die mit IFNy und TNFa behandelt wurden. Allerdings
zeigten sich in der Behandlung mit den Zytokinen vermehrt Hinweise fur apoptotische
und nekrotische Zellen, welche unter den HDACI in dieser Form nicht aufgetreten sind.
Aus den XTT-Assays war zudem bekannt, dass hohere Konzentrationen der HDACI
auch zu einem vermehrten Absterben der Zellen fuhren. Fur das Erreichen eines
vollstandigen Wachstumsarrestes kann daher ein Zusammenspiel aus
Seneszenzinduktion und Apoptose-/Nekroseinduktion plausibel sein, da es
unwahrscheinlich scheint, dass 100% der Zellen in einen seneszenten Phanotyp
Ubergehen. Die verbleibenden proliferierenden Zellen kénnten in diesem

experimentellen Ansatz durch Apoptose bzw. Nekrose zerstort werden.

3.7 Seneszenzassoziierte-beta-Galaktosidase-Assay

Bei der Induktion eines seneszenten Phanotyps ist von einer Zunahme der Aktivitat
der SA-beta-Galaktosidase auszugehen.
Fur diesen Versuch wurden Zellen beider Zelllinien erneut mit unterschiedlichen

Konzentrationen der beiden verwendeten HDACI behandelt.

Anschliefend wurde in den Proben mit Hilfe eines SA-beta-Gal-Kits die SA-beta-
Galaktosidase-Aktivitat bestimmt. Dabei wurden die SA-beta-Gal-positiven Zellen mit
der Farbreaktion aus x-Gal blau markiert (Abb. 19).

AnschlieRend wurde der Anteil SA-beta-Gal-positiver Zellen bestimmt und mit den
unbehandelten Kontrollen, sowie mit der Positivkontrolle, das heilt der Behandlung

mit [FNy und TNFa verglichen.
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Abbildung 19: SA-beta-Galaktosidase-Fédrbung mittels X-Gal der mit HDACI/
behandelten MCF-7-Zellen und A204-Zellen

(a) 400x VergréBerung. Seneszenztypische Verédnderung der Morphologie der MCF-7-Zellen bei
gleichzeitig positiver blau-griiner X-Gal-Férbung perinukleér, hier nach Behandlung mit SAHA 5 uM (iber
96 h. Der schwarze Balken entspricht 100 um

(b) 400x VergréBerung. Seneszenztypische Verdnderung der Morphologie der A204-Zellen bei
gleichzeitig positiver blau-griiner X-Gal-Farbung perinukleéar, hier nach Behandlung mit TSA 100 ng/ml
tiber 96 h. Der schwarze Balken entspricht 100 um

Im Falle der MCF-7 Zellen zeigten bereits die Kontrollen eine hohe beta-Gal-Aktivitat,
so waren bereits bis zu 35% der Zellen ohne Behandlung SA-beta-Galaktosidase
positiv.

Jedoch stieg die beta-Gal-Aktivitat unter der Behandlung mit den HDACI weiter an, in
den hohen Konzentrationen auf Uber 80% positive Zellen. Dieser Wert reicht damit an
die Positivkontrolle mit IFNy und TNFa heran, die ebenfalls bei 80% positiver Zellen
liegt. In zunehmenden Konzentrationen der HDACI zeigte sich auch eine
korrespondierende Zunahme der positiven Zellen, was auf eine mogliche

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der HDACI hindeutet (Abb. 20a).

Die A204-Zellen zeigten in der Medium-Kontrolle eine deutlich niedrigere Aktivitat als
die MCF-7-Zellen. Diese lag bei 15% SA-beta-Galaktosidase-positiven Zellen ohne
Behandlung. Durch die Behandlung mit den HDACI kam es auch hier zu einer
deutlichen konzentrationsabhangigen Steigerung der Aktivitdt. In den hohen
Konzentrationen bis auf das Vierfache der unbehandelten Kontrollen. Die Werte

erreichten einen Anteil positiver Zellen von bis zu 70%. Es zeigte sich auch hier eine
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klare Konzentrationsabhangigkeit der SA-Beta-Gal-Induktion. Die Werte der hochsten
verwendeten Konzentrationen der HDACI lagen in einem vergleichbaren Bereich wie
die Positivkontrolle unter der Behandlung mit IFNy und TNFa (Abb. 20b).
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Abbildung 20: Auswertung des Anteils SA-beta-Gal-positiver Zellen

(a) MCF-7-Zellen. Y-Achse: Anteil der positiv gewerteten Zellen. X-Achse: Art der durchgefiihrten
Behandlung, jeweils mit 96 h Inkubation. SAHA-Konzentration in uM; TSA in ng/ml. IFNy + TNFa-
Behandlung mit 100 ng/ml + 10 ng/ml. Der Balken zeigt den Mittelwert, der Strich oberhalb der Balken
zeigt die erste Standardabweichung (n=6).

Die Signifikanz wurde mit ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Bonferroni-Korrektur bestimmt. Der Stern *
zeigt p<0,05 gegentliber der Kontrolle mit DMSO.
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(b) A204-Zellen. Y-Achse: Anteil der positiv gewerteten Zellen. X-Achse Art der durchgefiihrten
Behandlung, jeweils mit 96 h Inkubation. SAHA-Konzentration in uM; TSA in ng/ml. IFNy + TNFa-
Behandlung mit 100 ng/ml + 100 pg/ml. Der Balken zeigt den Mittelwert, der Strich oberhalb der Balken
zeigt die erste Standardabweichung (n=6).

Die Signifikanz wurde mit Welch-ANOVA und Post-Hoc-Tests mit Dunnett-T3-Korrektur bestimmt. Der
Stern * zeigt p<0,05 gegenliber der Kontrolle mit DMSO.

Durch die HDACI kommt es somit in beiden Zelllinien zu einem deutlichen Anstieg der
seneszenzassoziierten Aktivitat der SA-beta-Galaktosidase. Eine Induktion von SA-
beta-Gal durch die HDACI war in beiden Zelllinien mdglich und zeigte eine Korrelation
mit den verwendeten Konzentrationen.

Interessanterweise erreicht die SA-beta-Gal-Induktion durch die hochsten
verwendeten HDACI-Konzentrationen einen Anteil positiver Zellen, der an die Werte
der Kontrolle mit IFNy und TNFa herankommt. Jedoch gilt es zu bedenken, dass alle
Zellen mit einer positiven Farbreaktion als positiv gewertet wurden, auch wenn (noch)
keine seneszenztypische Anderung der Morphologie eingetreten war, welche sich nur

bei einem Teil der behandelten Zellen zeigte.

3.8 Analyse der seneszenzassoziierten Heterochromatinfoci nach

Histondeacetylaseinhibitor-Behandlung

Im Zuge der Seneszenzinduktion wird eine Zunahme der Translokation von pHP 1y in
seneszenzassoziierte Heterochromatinfoci (SAHF) beschrieben. Durch die Detektion
dieser SAHF mittels Immunfluoreszenz (Abb. 21) sollte deren Zunahme unter der
Behandlung mit HDACI und als Positivkontrolle der Zytokinkombinationsbehandlung
untersucht werden (Abb. 21).
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Abbildung 21: Inmunfluoreszenzfdrbung von pHP1y und Darstellung von SAHFs

(a) Immunfiluoreszenzfarbung von pHP1y in unbehandelten MCF-7-Zellen. Auf der linken Seite des
Bildes sind drei Zellen ohne deutliche punktférmig markierte Heterochromatinfoci zu sehen, rechts im
Bild eine Zelle mit mindestens 8 Foci. Diese wurde in der Auswertung als positive Zelle gewertet. Viele
MCF-7-Zellen zeigten auch ohne Behandlung Heterochromatinfoci, daher wurde ein Cutoff von mehr
als 8 Foci gewéhlt, um eine MCF-7-Zelle als positiv zu werten und die Mdglichkeit einer
Semiquantifizierung zu etablieren (abgeleitet von Braumdliller et al., 2013).

(b) Immunfiluoreszenzdarstellung der markierten pHP 1y -Foci im Nucleus bei A204-Zellen. Diese Zellen
wurden mit IFNy und TNFa behandelt. Kernfarbung mit DAPI (blau). Die Translokations-Foci leuchten
aufgrund der Markierung griin im blau angeférbten Nucleus. Ahnlich wie bei den MCF-7-Zellen wurde
ein Cutoff fiir die Anzahl an Fociim Kern gewéhlt, um eine Semiquantifizierung zu erméglichen, im Falle
der A204-Zellen wurde ein Cutoff von 6 Foci gewéhlt. Hier ein typisches Beispiel einer A204-Zelle, die
im Versuch als positiv gewertet wurde, da mehr als 6 positive Foci vorliegen.
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Abbildung 22: Auswertung der pHp1y-positiven Zellen in HDACI- und Zytokin-
behandelten MCF-7-Zellen und A204-Zellen

(a) Y-Achse: Anteil der positiv gewerteten MCF-7-Zellen an der Anzahl aller Zellen in %, schwarzer
Balken: Kontrolle mit Medium und DMSO; grauer Balken: Behandlung entsprechend der Legende der
X-Achse. TSA 100 ng/ml; SAHA 5 uM; IFNy+TNFa 100 ng/ml + 10 ng/mi.

(b) Analog fiir die A204-Zellen. TSA 100 ng/ml; SAHA 5 uM; IFNy+TNFa 100 ng/ml + 100 pg/ml.

Der Balken zeigt den Mittelwert, die Striche oberhalb des Balkens zeigen die erste Standardabweichung
(n=6).

Die Signifikanz des Unterschieds zur korrespondierenden Kontrolle wurde im Students-t-Test
berechnet. Das Konfidenzintervall wurde durch Sterne * dargestellt: * entspricht p<0,05; ** entspricht
p<0,005; *** entspricht p<0,0005.
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Allerdings zeigten sich auch in den unbehandelten Kontrollen bereits zahlreiche
Signale von pHp1y, was die Bewertung der Zunahme SAHF erschwerte. Dieses
Problem wurde insbesondere bei den MCF-7-Zellen deutlich, die bereits eine hohe
Anzahl an SAHFs ohne Behandlung zeigten (Abb. 21a).

Um trotzdem eine Zunahme der SAHFs festzustellen, wurde fur die A204-Zellen ein
Cutoff von mindestens 6 pHP1y -positiven SAHF im Nucleus gewahlt, ab dem eine
Zelle als positiv galt. Im Falle der MCF-7-Zellen war die Grundaktivitat so hoch, dass
sogar ein Cutoff von 8 Foci gewahlt wurde, um so eine Semiquantifizierung anhand

der SAHFs pro Zellkern zu ermdglichen.

Unter Bertcksichtigung des jeweiligen Cutoffs kommt es in beiden Zelllinien zu einer
Zunahme der pHP1y -positiven SAHF im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen,
sowohl in der Behandlung mit den HDACI als auch in der Positivkontrolle mit IFNy und
TNFa (Abb. 22). Dabei liegt in beiden Zelllinien bereits eine hohe Grundaktivitat in den
Kontrollen von etwa 40% vor. Die Behandlung mit TSA zeigt einen etwas hdheren
Anstieg der Anzahl an SAHFs als SAHA. Bei den MCF-7-Zellen reichen die Werte
nach TSA-Behandlung beinahe an die Zahl der SAHFs der Positivkontrolle mit IFNy
und TNFa heran.

Aufgrund der Assoziation von pHP 1y mit SAHFs und der Zunahme der SAHFs im Zuge
der Seneszenzinduktion (Zhang et al., 2007) ist auch im hier untersuchten System in
vitro der Hinweis einer Seneszenzinduktion unter den HDACI in den behandelten
Zelllinien zu finden. Zudem findet sich auch hier ein ahnliches Verhalten im Vergleich
zur Positivkontrolle mit IFNy und TNFa, die bekanntermalien zur Seneszenzinduktion
fhrt.
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3.9 Wachstumsarrest in der Kombinationsbehandlung mit Interferon-y und

Histondeacetylaseinhibitoren

IFNy zeigte in einigen Tumorzellen bereits in der Monobehandlung eine
Proliferationshemmung und die Induktion eines seneszenten Phanotyps (Wang et al.,
2014).

In der Kombination mit TNFa wurde dieser Effekt deutlich verstarkt. Zudem wurde ein
permanenter Wachstumsarrest durch die Kombination der Zytokine IFNy und TNFa
erreicht (Rentschler et al., 2018). Diese Kombination entspricht dem naturlichen
Mechanismus von TH1-Helferzellen zur Tumorkontrolle wahrend einer Immunreaktion
(Braumitiller et al., 2013; Brenner et al., 2020).

HDACI sind daflr bekannt, die Wirkung verschiedener Chemotherapeutika zu
modifizieren (Rosato and Grant, 2004; Marks and Dokmanovic, 2005). Aufgrund dieser
publizierten Vorarbeiten lag der Ansatz einer Kombination von HDACI und IFNy zur

vollstandigen Seneszenzinduktion nahe.
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Abbildung 23: Wachstumskurven der A204-Zellen nach Kombinationsbehandlung mit
IFNy und HDACI

Wachstumskurven der A204-Zellen in der Kombinationsbehandlung mit IFNy und HDACI in
logarithmischer Skalierung, jeweils mit eigener unbehandelter Kontrolle (graue Kurve). Die schwarze
Kurve zeigt die entsprechende Behandlung. Die Y-Achse zeigt die vitalen Zellen in logarithmischer
Skalierung, die X-Achse die Passagenzahl. Die Datenpunkte zeigen exemplarisch ein Experiment.
Dieses Experiment wurde mit einem &hnlichen Ausgang wiederholt.

(a) zeigt die Einzelbehandlung mit IFNy 100 ng/ml, (b) die Positivkontrolle mit IFNy und TNFa.

(c) stellt die Behandlung mit IFNy und TSA und (d) die Behandlung mit IFNy und SAHA dar.

Bereits die Einzelbehandlung mit IFNy zeigte eine deutliche Proliferationshemmung in
beiden Zelllinien (Abb. 23a und 24a), vergleichbar mit der Wirkung der
Einzelbehandlung mit den HDACI (Abb. 14 und 15).
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Die Kombination von IFNy mit je einem der beiden verwendeten HDACI erfolgte durch

simultane Inkubation mit Medium, dem beide Behandlungsstoffe in der
entsprechenden Konzentration hinzugefigt wurden.
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Abbildung 24: Wachstumskurven der MCF-7-Zellen in Kombinationsbehandlung mit

IFNy und HDACI

Wachstumskurven der MCF-7-Zellen in der Kombinationsbehandlung mit IFNy und HDACI in
logarithmischer Skalierung, jeweils mit eigener unbehandelter Kontrolle (graue Kurve). Die schwarze
Kurve zeigt die entsprechende Behandlung. Die Datenpunkte zeigen exemplarisch ein Experiment.
Dieses Experiment wurde mit einem dhnlichen Ausgang wiederholt.

(a) zeigt die Einzelbehandlung mit IFNy, (b) die Positivkontrolle mit IFNy und TNFa.

(c) stellt die Behandlung mit IFNy und TSA und (d) Kombination von IFNy und SAHA dar.

73



Strenggenommen musste als vollstandiger Wachstumsarrest eine konstante Zellzahl
von

100 000 in den Folgepassagen angenommen werden, technisch gesehen erschien
dies jedoch nicht sinnvoll, so dass ein vollstandiger Wachstumsarrest in Anlehnung an
die Positivkontrolle mit IFNy und TNFa festgelegt wurde. In dieser Kombination ist die
Moglichkeit eines vollstandigen Wachstumsarrests bereits bekannt, daher wurde das
Ausmal} der Proliferationshemmung durch IFNy und TNFa als Bezugswert genutzt.
Die Kombination aus HDACI und IFNy musste in den folgenden Passagen somit eine
Zellzahl auf oder unter dem Niveau der Positivkontrolle mit IFNy und TNFa erreichen,
damit dies als vollstandiger Wachstumsarrest gewertet wurde.

Unter dieser Annahme konnte durch die Behandlung mit IFNy und SAHA ein
vollstandiger Wachstumsarrest in den A204-Zellen erreicht werden (Abb. 23d), welche
das Niveau der Kombination aus IFNy und TNFa erreicht (Abb. 23b). In der
Kombination mit IFNy und TSA konnte der vollstandige Arrest nach diesem Kriterium
nicht ganz erreicht werden, da die Zellzahl in Passage p1 uber dem Niveau von IFNy
und TNFa lag. Allerdings zeigte sich eine deutliche Zunahme der

Wachstumshemmung gegenuber der IFNy-Einzelbehandlung (Abb. 23c).

In den MCF-7-Zellen konnte der vollstandige Wachstumsarrest nur durch die Kontrolle
mit IFNy und TNFa erreicht werden (Abb. 24b). Hierbei zeigte sich aber eine deutliche
Reduktion unter die initial ausgesate Zellzahl von 100 000 auf etwa 50 000 Zellen, was
auf die zusatzliche Induktion des Zelltods hindeutet.

In der Kombination IFNy und SAHA (Abb. 24d) konnte immerhin eine deutliche
Zunahme der Wachstumshemmung gegenuber der IFNy-Einzelbehandlung (Abb.
24a) festgestellt werden, in der Behandlung mit IFNy und TSA (Abb. 24c) nur eine
leichte Zunahme der Hemmung gegenuber IFNy alleine.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass IFNy und HDACI einen additiven
Effekt auf die Zellproliferationshemmung aufweisen. Ahnlich wie die Positivkontrolle
mit IFNy und TNFa konnte zumindest in den A204-Zellen in den gewahlten
Konzentrationen sogar ein vollstandiger Wachstumsarrest erreicht werden. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass die MCF-7-Zellen, wie bereits im XTT-Assay festgestellt
wurde, eine hohere Resistenz gegentiber den HDACI aufweisen. Zusatzlich ist TSA in
der Kombination mit IFNy in den gewahlten Maximalkonzentrationen weniger effektiv
als SAHA.

74



Ein ahnliches Bild vermittelte die Beobachtung der Proliferationshemmung in A204-
Zellen Uber die Passage p1 hinaus. Hierbei wurden sowohl die Kontrollen, als auch die
Tests weiterhin nach jeder Passage nur mit frischem Medium inkubiert, eine weitere

Behandlung ist nicht erfolgt.
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Abbildung 25: Wachstumskurven der A204-Zellen in Kombinationsbehandlung mit
IFNy und HDACI iiber vier Passagen

Schwarze Datenpunkte zeigen die Zellzahl behandelter A204-Zellen, graue Datenpunkte die Zellzahl
unbehandelter Kontrollen, die auf derselben 6-Well-Platte ausgesét und inkubiert wurden. Die Y-Achse
zeigt in logarithmischer Skalierung die Zahl vitaler Zellen, die X-Achse zeigt die Passagenzahl an. Nach
initialer Behandlung (iber die Passage p-1 erfolgten die weiteren Passagen ohne Behandlung in
Kulturmedium. (a) zeigt die Einzelbehandlung mit IFNy 100 ng/ml, (b) die Behandlung mit IFNy 100
ng/ml und TNFa 100 pg/ml. (c)stellt die Behandlung mit IFNy 100 ng/ml und TSA 100 ng /ml, dar, und
(d) die Behandlung mit IFNy 100 ng/ml und SAHA 5 uM.

Die Datenpunkte zeigen exemplarisch ein Experiment. Dieses Experiment wurde mit einem &hnlichen
Ausgang wiederholt.
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Wie zuvor auch wurde hierbei das Kriterium eines vollstandigen Wachstumsarrests in
Anlehnung an die Zellzahl der Positivkontrolle mit IFNy und TNFa definiert.

Bereits in der Einzelbehandlung der A204-Zellen mit IFNy zeigte sich eine Hemmung
der Proliferationsrate, die in den weiteren Passagen langsam abnimmt (Abb. 25a). In
der Passage p3 hat die Proliferationsrate trotz eines langsamen Angleichens noch

nicht das Ausmalf der Proliferation der unbehandelten Zellen erreicht.

Der Effekt wurde durch die Kombination mit beiden HDACI beziehungsweise mit TNFa
verstarkt.

Die Kombination von IFNy und TSA (Abb. 25c) zeigte sich dabei weniger effektiv, als
die Positivkontrolle mit IFNy und TNFa (Abb. 25b) und hat auch in p1 keinen
vollstandigen Wachstumsarrest erreicht. Die Kombination aus IFNy und SAHA (Abb.
25d) zeigte sich am effektivsten und sogar noch effektiver als die Kombination aus
IFNy und TNFa.

In allen Behandlungen zeigt sich mit zunehmender Passagenzahl ein langsames

Angleichen der Proliferationsrate an das Wachstum der nicht behandelten Kontrollen.
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Abbildung 26: Wachstumskurven der MCF-7-Zellen in Kombinationsbehandlung mit

IFNy und HDACI iiber vier Passagen

Schwarze Datenpunkte zeigen die Zellzahl behandelter MCF-7-Zellen, graue Datenpunkte die Zellzahl
unbehandelter Kontrollen, die auf derselben 6-Well-Platte ausgesét und inkubiert wurden. Die Y-Achse
zeigt in logarithmischer Skalierung die Zahl vitaler Zellen, die X-Achse zeigt die Passagenzahl an. Nach
initialer Behandlung (iber die Passage p-1 erfolgten die weiteren Passagen ohne Behandlung in
Kulturmedium. (a) zeigt die Einzelbehandlung mit IFNy 100 ng/ml, (b) die Behandlung mit IFNy 100
ng/ml und TNFa 10 ng/ml. (c) stellt die Behandlung mit IFNy 100 ng/ml und TSA 100 ng /ml und (d) die
Behandlung mit IFNy 100 ng/ml und SAHA 5 uM.

Die Datenpunkte zeigen exemplarisch ein Experiment. Dieses Experiment wurde mit einem &hnlichen

Ausgang wiederholt.
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Auch die Beobachtung weiterer unbehandelter Passagen der MCF-7-Zellen zeigte

einen ahnlichen Verlauf, wie die initialen Passagen bereits vermuten liel3en.

IFNy in der Einzelbehandlung der MCF-7-Zellen (Abb. 26a) zeigte einen anhaltenden
proliferationshemmenden Effekt.

Dieser wird durch alle Kombination verstarkt, am ausgepragtesten aber durch die
Kombination aus IFNy und TNFa (Abb. 26b). Hierbei wurde ein vollstandiger
Wachstumsarrest erreicht, sowie eine anhaltende Proliferationshemmung. Die
Kombination mit SAHA erreichte keinen vollstandigen Wachstumsarrest, fihrte aber
dennoch zu einer Steigerung des Effekts, im Vergleich zur IFNy-Einzelbehandlung
(Abb. 26d). Der additive Effekt von TSA fiel am geringsten aus (Abb. 26c¢).

In allen Behandlungen der MCF-7-Zellen konnte ein langsames Angleichen an die

Proliferationsrate der unbehandelten Kontrollen gezeigt werden.

Dennoch besteht ein nachhaltiger Effekt auf die Proliferationsrate und natirlich auf die
Gesamitzellzahl. Uber das AusmaR der Differenz zu den Kontrollen konnte wiederum
auf die Effektivitat der Behandlung geschlossen werden.

Die Einzelbehandlung mit IFNy zeigte in beiden Zellreihen bereits einen nachhaltigen
Effekt auf die Proliferationsrate. Die Kombination mit den HDACI respektive TNFa
zeigte einen additiven Effekt auf die Proliferationshemmung. Die Positivkontrolle aus

IFNy und TNFa erreichte in beiden Zellreihen einen vollstandigen Wachstumsarrest.
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Zusammengefasst zeigte in den A204-Zellen die Kombination mit SAHA sogar einen
etwas ausgepragteren Effekt auf die Wachstumshemmung als IFNy und TNFa. Die
Kombination mit TSA hat den vollstdndigen Wachstumsarrest nicht erreicht, zeigte
jedoch einen additiven Effekt im Vergleich zur IFNy-Einzelbehandlung.

Die MCF-7-Zellen zeigten eine hohere Resistenz gegen die verwendeten
Konzentrationen der HDACI. Lediglich die Kombination mit IFNy und TNFa erreichte
einen vollstandigen Wachstumsarrest. Dennoch zeigten beide HDACI auch in MCF-7-

Zellen einen additiven Effekt zur Einzelbehandlung mit IFNy.

3.10 Seneszenzassoziierte-beta-Galaktosidase-Aktivitat nach
Kombinationsbehandlung mit Interferon-y und

Histondeacetylaseinhibitoren
Wie bereits in den Einzelbehandlungen mit den HDACI wurde auch in der

Kombinationsbehandlung von IFNy und HDACI ein SA-beta-Galaktosidase-Assay als

Seneszenzmarker durchgefuhrt.
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Abbildung 27: SA-beta-Galaktosidase-Aktivitdt von A204- und MCF-7-Zellen nach
Kombinationsbehandlung mit IFNy und HDACI

Die Y-Achse zeigt den Anteil von SA-beta-Galaktosidase-positiven Zellen, die X-Achse listet die Art der
Behandlung auf. (a) A204-Zellen in der entsprechenden Behandlung; (b) behandelte MCF-7-Zellen.
Kontrolle mit Standardmedium mit DMSQO. Behandlung mit 100 ng/ml IFNy und der aufgefiihrten
Konzentration der HDACI in ng/ml fiir TSA, in uM fiir SAHA und in pg/ml fiir TNFa bei den A204 und in
ng/ml fiir TNFa bei den MCF-7-Zellen. Der Balken zeigt den Mittelwert, der Strich oberhalb des Balkens
die erste Standardabweichung (n=6).

Die Signifikanz wurde fiir beide Zelllinien jeweils mit ANOVA und Bonferroni-Korrektur bestimmt. Der
Stern * zeigt p<0,05 gegentiiber der Einzelbehandlung mit IFNy 100 ng/ml.
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Bei den A204-Zellen zeigte sich bei den unbehandelten Zellen eine Grundaktivitat von
etwa 20% SA-beta-Galaktosidase-positiven Zellen, die durch die Einzelbehandlung mit
IFNy auf etwa 50% anstieg.

Bei der Kombination mit je einem HDACI zeigte sich eine konzentrationsabhangige
Zunahme der Aktivitat im Vergleich zur IFNy-Einzelbehandlung. In den hochsten
verwendeten Konzentrationen zeigten sich deutlich Uber 80% SA-beta-Galaktosidase-
positive Zellen.

Im Vergleich zur herkdbmmlichen Behandlung mit IFNy und TNFa zeigte sich auch hier
eine TNFa-abhangige Zunahme der positiven Zellen. Hier wurden ebenfalls tuber 80%

positive Zellen in der hochsten TNFa-Konzentration erreicht (Abb. 27a).

Die MCF-7-Zellen zeigten bereits eine hohe Grundaktivitat von SA-beta-Galaktosidase
von etwa 40% der Zellen. Diese stieg bei der Kontrollbehandlung mit IFNy auf etwa
50% an.

Die weitere Aktivitatszunahme verlief auch hier ahnlich zu den A204-Zellen mit einer
konzentrationsabhangigen Aktivitatszunahme bei der Kombination mit je einem
HDACI, wie auch in der Kombination mit TNFa. Die Kombinationsbehandlung mit den
HDACI in den hdchsten Konzentrationen zeigte Uber 80% positive Zellen und damit
sogar etwas mehr Aktivitat als die Vergleichsbehandlung mit IFNy und TNFa, die in
der hochsten verwendeten Konzentration knapp unter 80% SA-beta-Galaktosidase-
positiver Zellen blieb. Bezlglich der Aktivitat der SA-beta-Galaktosidase bestand eine
ahnliche Effektivitat der Kombinationsbehandlung mit IFNy und je einem HDACI und
IFNy in Kombination mit TNFa. Zusatzlich schien eine Konzentrations-
Wirkungsbeziehung der Kombinationspartner auf die Aktivitat der SA-beta-
Galaktosidase zu bestehen, da sich eine konzentrationsabhangige Zunahme der
positiven Zellen zeigte (Abb. 27b).

Jede der getesteten Kombinationen zeigte sich dartber hinaus effektiver als die
Einzelbehandlung mit IFNy, welche bereits eine Aktivitatssteigerung im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle erbrachte.
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3.11 Seneszenzassoziierte Heterochromatinfoci in der
Kombinationsbehandlung aus Interferon-y und

Histondeacetylaseinhibitoren

Die Kombinationsbehandlung mit IFNy und HDACI wurde auch uber die Zunahme der
SAHF mittels pHP1y Immunfluoreszenzfarbung mit der IFNy-Einzelbehandlung und
der Kombination aus IFNy und TNFa verglichen. Wie zuvor wurde auch hier ein Cutoff
der notigen SAHF pro Zelle gewahlt, damit diese Zelle als positiv gewertet wurde. Als
Cutoff wurden die bereits festgelegten Werte fur die Zelllinie gewahlt, das heil’t fur die
A204-Zellen der Cutoff von 6 SAHF und fir die MCF-7-Zellen 8 SAHF pro Zelle.
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Abbildung 28: Immunfluoreszenzfarbung von pHp1y zur Analyse von SAHFs in A204-
und MCF-7-Zellen nach Kombinationsbehandlung mit IFNy und HDACI

Graue Séaulen: behandelte Zellen; schwarze Sé&ulen: Kontrolle mit Medium und DMSO, jeweils eine
eigene korrespondierende Kontrolle fiir jede Testbehandlung. Die X-Achse zeigt die Behandlung
kategorisch an, die Y-Achse den Anteil an positiv gewerteten Zellen in %. Der Balken zeigt den
Mittelwert, der Strich oberhalb des Balkens die erste Standardabweichung. Die Signifikanz des
Unterschieds zwischen Kontrolle und Test wurde im Students-t-Test bestimmt. Das Konfidenzintervall
wird durch Sterne * dargestellt: * entspricht p<0,05; ** entspricht p<0,005; *** entspricht p<0,0005.

(a) zeigt die A204-Zellen. Die Behandlungskonzentrationen entsprechen 100 ng/ml fiir IFNy, 100 ng/ml
ftir TSA, 5 uM fiir SAHA und 100 pg/ml fiir TNFa. n=6

(b) zeigt die MCF-7-Zellen. Die Behandlungskonzentrationen entsprechen 100 ng/ml fiir IFNy, 100 ng/ml
ftir TSA, 5 uM fiir SAHA und 10 ng/ml fiir TNFa. n=3
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Die A204-Zellen zeigten bereits eine Grundaktivitat von 30% positiv gewerteter Zellen
mit mindestens 6 SAHF im Nucleus. Durch die Monobehandlung mit IFNy kam es zu
einer Zunahme auf Uber 40% positiver Zellen. In der Kombination von IFNy mit einem
HDACI oder TNFa konnte dieser Effekt deutlich verstarkt werden, so dass Werte um
70% positiver Zellen erreicht werden konnten. In der Kombinationsbehandlung ergab
sich kein deutlicher Vorteil eines HDACI im Vergleich zum anderen. Allerdings hatten
beide Kombinationsbehandlungen mit HDACI eine vergleichbare Aktivitatszunahme
wie die Positivkontrolle mit IFNy und TNFa (Abb. 28a).

Ein ahnliches Bild zeigte sich auch in den MCF-7-Zellen. Hier lag die Grundaktivitat
ohne Behandlung bei etwa 35% positiver Zellen. Durch die alleinige Behandlung mit
IFNy konnte die Aktivitat bereits auf fast 60% positive Zellen gesteigert werden. Durch
die Kombination mit den HDACI oder TNFa zeigte sich eine weitere Aktivitdtszunahme
auf 75%. Auch hier zeigten sich vergleichbare Aktivitatszunahmen zwischen den
HDACI untereinander und den HDACI und TNFa (Abb. 28b).

Beide Zelllinien weisen eine hohe basale Aktivitat im Sinne der Translokation von
pHp1y in die SAHF des Nucleus auf. Bereits durch die Behandlung mit IFNy kann
diese Aktivitat gesteigert werden. Eine weitere Aktivitatszunahme konnte durch die
Kombination mit HDACI bzw. TNFa erreicht werden, wobei die Kombination von IFNy
und HDACI einen vergleichbaren Effekt auf die pHp1y -Translokation aufwies, wie die
Kontrollbehandlung mit IFNy und TNFa. Zusatzlich konnte in diesem Experiment kein
deutlicher Unterschied in der Effektivitat der Kombination zwischen TSA und SAHA

festgestellt werden.

Da bei der Zunahme der Translokation von pHp1y in SAHF von einer Zunahme der
Zellen, die einen seneszenten Phanotyp erreichen, ausgegangen werden kann,
sprechen die Ergebnisse flir eine Seneszenzinduktion durch I[FNy in der
Einzelbehandlung der Zelllinien, die durch Kombination mit HDACI in dhnlicher Weise

wie durch TNFa noch deutlich gesteigert werden kann.
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4. Diskussion

4.1 Seneszenzinduktion durch Histondeacetylaseinhibitoren

HDACI haben in beiden Zellsystemen zu einer konzentrationsabhangigen Abnahme
der Zellviabilitat gefuihrt, was durch Vorgange, die zu einer Reduktion der Zellzahl
fuhren, zu erklaren ist. Der XTT-Assay hat uns Aufschluss Uber die wirksamen
Bereiche der HDACI fur die MCF-7- und A204-Zellen gegeben und die Wirksamkeit
der HDACI in unserem Modell bestatigt. Jedoch war hier keine genaue Unterscheidung
zwischen einer Toxizitat, in diesem Fall Uber die Induktion von Apoptose bzw. Nekrose
der Zellen, und einer Proliferationshemmung maoglich. In dem wir das Verhalten der
Zellviabilitat von konfluierend gewachsenen Zellen, welche nicht weiter proliferieren,
und weiterhin  proliferierenden  Zellen verglichen haben, konnten  wir
Konzentrationsbereiche mit Wirkung auf die Zellproliferation, bei leicht zunehmender
Toxizitat bestimmen. Tatsachlich muss jedoch von einem Zusammenspiel beider
Einflusse ausgegangen werden. Im besten Fall konnte ein Wirkungsbereich gefunden
werden, bei dem ein moglichst hoher Einfluss in Richtung Proliferationshemmung

bestand, bei gleichzeitig moglichst geringer Toxizitat.

Ein vollstandiger Wachstumsarrest konnte in der Einzelbehandlung mit den HDACI in
den verwendeten Konzentrationen nicht erreicht werden, allerdings wurde als hochste
Behandlungskonzentration der Bereich gewahlt, bei dem noch keine auffallige
Toxizitat im XTT-Assay nachweisbar war. Im Gegensatz dazu zeigten sich in der
Kontrollbehandlung mit IFNy und TNFa in der Auszahlung bedeutend mehr avitale
Zellen und Zellreste. Insbesondere durch die Wirkung von TNFa ist hierbei eine

Zunahme der Toxizitat durch Apoptose und Nekrose zu erwarten (Chu, 2013).

Die Moglichkeit, dass praktisch alle Zellen in einen nicht-proliferierenden Phanotyp
Ubergehen, scheint unwahrscheinlich. Vielmehr ist davon auszugehen, dass ein
kleiner Teil der Zellen weiterhin proliferieren wird. In der Betrachtung der Zellzahl wird
dies durch Apoptose der Zellen kompensiert, so dass trotz wenigen proliferierenden
Zellen die Zellzahl weitestgehend konstant bleibt.
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FUr das Erreichen eines vollstandigen Wachstumsarrestes scheint daher tatsachlich
neben der Seneszenzinduktion die Apoptose bzw. der Zelltod fur das Erreichen
konstanter Zellzahlen in den weiteren Passagen notwendig zu sein. Deshalb ist davon
auszugehen, dass auch die Einzelbehandlung mit HDACI in héheren Konzentrationen
ein vollstandiger Wachstumsarrest zu erreichen ist, allerdings unter der Annahme,
dass neben der Proliferationshemmung auch die Apoptose eine zunehmende Rolle
spielt. Hierbei werden sowohl die Proliferationshemmung, als auch Apoptose potentiell
Uber die Wirkung von HDACI vermittelt (Mrakovcic et al., 2019). Auch die proportionale
Abnahme der Proliferation in Abhangigkeit von der Zunahme der HDACI-

Konzentration legt die Moglichkeit eines vollstandigen Wachstumsarrests nahe.

Entsprechende antiproliferative und apoptoseinduzierende Effekte der HDACI wurden
bereits in zahlreichen Beispielen beschrieben. Sakajiri et al haben 2005 den Effekt von
Valproat und SAHA auf 14 Lymphomzelllinien beschrieben und in allen Reihen eine
Verminderung der Tumorproliferation festgestellt (Sakajiri et al., 2005). Im
Mausversuch zeigte sich dartber hinaus eine gute Vertraglichkeit der HDACI. Bian et
al. konnten die Proliferationshemmung durch HDACI in Brustkrebszellen zeigen (Bian
et al., 2018). Die Hemmung der Proliferation in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
und Halsbereichs durch HDACI wurde in einer aktuellen Publikation durch Kakiuchi et
al gezeigt. Aulerdem zeigte sich in dieser Untersuchung ein Ruckgang der
Migrationstendenz und der Invasivitat (Kakiuchi et al., 2021). Auch wenn hier nur
wenige Beispiele herausgegriffen wurden, so finden sich doch bedeutend mehr Daten,
die belegen, dass eine Proliferationshemmung der HDACI in vielen Tumorzelllinien
verursacht wird. Dies deckt sich mit unserer Beobachtung, dass HDACI auch in
unseren Versuchen eine Proliferationshemmung in den beiden Zytokin-empfindlichen

Zelllinien, namlich der MCF-7- und A204-Zellen, erzeugt haben.

In der Beobachtung der Entwicklung der Zellzahlen tUber mehrere, unbehandelte
Passagen, zeigte sich in der Einzelbehandlung mit den HDACI eine relativ schnelle
Angleichung der Proliferationszahlen an die unbehandelten Kontrollen. Wie zuvor in
unserem Modell erlautert, ist aufgrund der Tatsache, dass ein Wachstumsarrest aller
Zellen unwahrscheinlich ist, eine Angleichung der Proliferationsrate an die

unbehandelten Kontrollen zu erwarten, da die wenigen weiterhin proliferierenden
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Zellen zunehmend ins Gewicht fallen, auch wenn ursprunglich fast alle Zellen in einen
Wachstumsarrest versetzt wurden.

Allerdings zeigten sich deutliche Unterschiede, bei der Angleichungsgeschwindigkeit
der Proliferationsraten. Hier zeigt sich eine Diskrepanz zwischen der HDACI-
Einzelbehandlung und den Kontrollen mit IFNy und TNFa, welche uber mehrere

Passagen eine deutlich verringerte Proliferationsrate aufwiesen.

Der Umstand, dass die Proliferationshemmung durch die HDACI-Einzelbehandlung
nur relativ kurzzeitig anhalt, steht in Diskrepanz zu den weiteren Kriterien einer
Seneszenzentwicklung, wie die Induktion von SA-beta-Galaktosidase oder den
morphologischen Anderungen, welche fuir die Induktion eines seneszenten Phanotyps
auch in der Einzelbehandlung durch die HDACI gesprochen haben.

Der Anstieg der SA-beta-Galaktosidase-positiven Zellen war hierbei in der
Einzelbehandlung mit den HDACI durchaus mit den Kontrollen mit IFNy und TNFa zu
vergleichen. Ebenso zeigten sich durch die HDACI typische morphologische Kriterien,
die einem seneszenten Phanotyp zuzuordnen sind. Auch die Translokation von pHP1y
in SAHF zeigte eine Zunahme, allerdings nicht so ausgepragt wie in der Kontrolle mit
den Zytokinen.

Diese morphologischen Veranderungen (Herranz and Gil, 2018), die Expression von
SA-beta-Galaktosidase (Debacg-Chainiaux et al., 2009), und die Translokation von
pHP1y in SAHF (Zhang et al.,, 2005) werden dem seneszenzassoziierten
sekretorischen Phanotyp zugeschrieben. Zudem werden diese Marker von anderen
Autoren wie Beck et al. in einer Arbeit aus dem Jahr 2020 und Salama et al. im Jahr
2014 beschrieben und als typisch flir den seneszenzassoziierten sekretorischen
Phanotyp betrachtet (Salama et al., 2014; Beck et al., 2020).

Insgesamt haben wir also einige Hinweise flr die Induktion eines seneszenten
Phanotyps durch HDACI gesehen. Die Diskrepanz  bezlglich  der
Proliferationshemmung lasst sich, wie zuvor erlautert, durch eine zu geringe
Behandlungskonzentration erklaren, welche vermeintlich einen zu gro3en Anteil der
Zellen nicht in einen Wachstumsarrest versetzt, die dann mit jeder Folgepassage mehr

und mehr ins Gewicht fallen.

Flr MCF-7-Zellen ist darlber hinaus ein Zellzyklusarrest unter SAHA beschrieben

(Knutson et al, 2012) und fur TSA eine Proliferationshemmung in
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Rhabdomyosarkomzellen (Tarnowski et al., 2019), von denen sich die A204-Zellen
ableiten.

In der Zusammenschau halten wir die Seneszenzinduktion durch die HDACI in
unserem Modell daher fur sehr wahrscheinlich. Neben der Erhdhung der
Behandlungskonzentration ware in weiteren Untersuchungen auch eine sequentielle
wiederholte Behandlung mit verringerten Konzentrationen der HDACI denkbar.
Theoretisch sollte, wenn man von einem anhaltenden Wachstumsarrest ausgeht,
dadurch eine weitere Zunahme der Proliferationshemmung moglich sein, da immer
mehr Zellen in einen Wachstumsarrest ibergehen. Von Interesse ware daruber hinaus
auch das Ausmal der Toxizitat in der sequentiellen Behandlung. Ob die Toxizitat dabei
ebenfalls zunimmt, kdnnen wir derzeit nicht mit Sicherheit sagen. Diese Fragestellung

zeigt somit eine Moglichkeit fur weiterfUhrende Untersuchungen auf.

4.2 Expressionsprofil der Histondeacetylasen in den Zelllinien

Der Western-Blot hat gezeigt, dass die Zellen HDACs exprimieren, so dass aufgrund
des Vorhandenseins der Zielmolekile eine Wirkung der HDACI zu erwarten ist. Ob die
Hemmung der HDACs uber die Histonmodifikation oder die Wirkung an anderen
Substraten zuriuckzufuhren ist, konnte in dieser Arbeit hingegen nicht belegt werden.
Es zeigten sich im Verlauf der Experimente Unterschiede in der Expression der
bestimmten HDACs zwischen den beiden Zellreihen. So ist es auch denkbar, dass
Zellen ein bestimmtes Expressionsmuster der HDACs aufweisen, welches in
entarteten Abkdmmlingen wiederum aberrieren konnte. Dies belegt auch eine Arbeit
von Hayashi et al. aus dem Jahr 2010, welche einen stufenweisen Anstieg der
Expressionslevel von HDAC1, HDAC2 und HDACS3 in benignen, semimalignen bis hin
zu malignen Ovarialtumoren zeigte (Hayashi et al., 2010).

Da entartete Zellen genetische Veranderungen aufweisen kénnen, wie auch eine
aberrierende Genexpression insbesondere von Tumorsuppressoren und Onkogenen,
ist auch eine Abweichung des epigenetischen Modifikationsprofils und der
modifizierenden Faktoren, wie den HDACs, naheliegend (Chen et al., 2015).
Insgesamt schien in den MCF-7-Zellen eine geringere Expression der HDACs im
Vergleich zu den A204 vorzuliegen. HDAC4 war in beiden Zellreihen stark exprimiert,
HDAC?2 und HDACY geringer. HDAC3 und HDACS waren kaum exprimiert.
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Die Betrachtung des Expressionsprofils war insoweit interessant, dass eine
unselektive Inhibition der HDACs durch die von uns verwendeten pan-
Histondeacetylaseinhibitoren nur eine Wirkung auf HDACs entwickeln kann, die auch
von den Zellen exprimiert werden. In unserem Beispiel wurde kaum HDAC3 exprimiert,
was einen Einfluss der HDACI Uber die Inhibition von HDAC3 unwahrscheinlich
machte. Die Wirkung konnte in erster Linie Uber die Inhibition von HDACs erklart
werden, die kraftig exprimiert wurden, im Wesentlichen HDAC4 und weniger
ausgepragt HDAC7 und HDAC2.

Erhohte Level von HDAC4 konnten von Cheng et al. 2021 in nasopharyngealen
Karzinomen im Vergleich zu normalen nasopharyngealen Epithelien nachgewiesen
werden (Cheng et al., 2021).

Quaissi et al. fanden zudem signifikant erhohte Level von HDAC7 in 9 von 11
untersuchten Pankreaskarzinomproben (Ouaissi et al., 2008). Li et al. beschrieben in
einer Arbeit von 2017 deutlich erhdéhte Level von HDAC2 in &sophagealen
Plattenepithelkarzinomen im  Vergleich zu atypischen und normalen
Osophagusepithelien (Li et al., 2017). Hohe Level der von in unseren Zellreihen
exprimierten HDACs sind also in anderen Entitaten mit der Onkogenese assoziiert und

in entarteten Zellen hoher exprimiert, als in den nicht-entarteten Ursprungszellen.

Die funktionelle Rolle der einzelnen HDACs ist bisher nicht ausreichend beleuchtet,
allerdings legen vergleichende Daten nahe, dass beispielsweise HDAC1 und HDAC?2
in vielen maligneren Arten von Tumoren in hdéherer Expression vorkommen (Ropero
and Esteller, 2007) und mit einem schlechteren klinischen Verlauf vergesellschaftet
sind. Eine Kausalitat konnte hierbei bedingt gezeigt werden, da ein Knockdown von
HDAC1 und HDAC?2 positive Effekte auf die Tumorkontrolle zeigten.

Fir HDAC2 konnte gezeigt werden, dass es Reparaturmechanismen bei DNA-
Schaden antreibt und eine Minderexpression von HDAC2 zur Kumulation von DNA-
Schaden fuhrt (Yao and Rahman, 2012).

Allerdings gibt es zahlreiche Beispiele, die zeigen, dass eine hohe Expression von
HDAC2 mit aggressiven Tumoren assoziiert ist.

So korreliert eine Uberexpression von HDAC2 mit schnellwachsenden
Adenokarzinomen der Mamma, aber auch mit einer Aktivitat von DNA-Reparatur-
Mechanismen (Shan et al., 2017).
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Hohe Level von HDAC2 werden als unabhangiger prognostischer Marker fur ein
geringes Gesamtluberleben beim kolorektalen Karzinom gesehen (Weichert et al.,
2008b).

HDAC?2, aber auch HDAC1 und HDACS sind im Falle des Prostatakarzinoms mit einer
starkeren Entdifferenzierung und schnelleren Proliferationsrate assoziiert (Weichert et
al., 2008a).

Auch bei hepatocellularen Karzinomen wurden HDAC1 und HDAC2 als unabhangige
prognostische Faktoren einer hoheren Sterblichkeit entdeckt. HDAC1 ist hierbei mit
der Tumormetastasierung assoziiert (Ler et al., 2015).

Das urotheliale Karzinom weist ebenfalls eine Assoziation zu hohen Leveln der
Aktivitdt von HDAC1 und HDAC2 auf. Die kombinierte Inhibition flhrte hierbei zur
Induktion des nichtapoptotischen Zelltods und einer Reduktion der Proliferation
entarteter Zellen (Pinkerneil et al., 2016).

Onkogenes Potential wurden fiur HDAC2 auch fur das Adenokarzinom des Magens
(Kim et al., 2013)] und der Lunge (Jung et al., 2012) beschrieben.

In der Zusammenschau muss bezuglich HDAC1 und HDAC2 in vielen soliden
Tumoren von einer Assoziation zu schneller Proliferation, aggressivem Wachstum und
schlechteren Uberlebensraten ausgegangen werden. Gleichzeitig konnte durch die
Inhibition und Knockdown, insbesondere simultan von HDAC1 und HDAC?2, positive
antionkogene Effekte gesehen werden, die zu einer Reduktion der Proliferationsrate,
Induktion von Apoptose und nicht-apoptotischem Zelltod, sowie Seneszenzinduktion
fuhrten. Beziglich der Uberlebensraten konnten bisher nur wenige Daten erhoben
werden, aber der aktuelle Stand gibt Hoffnung, dass auch die Sterblichkeit durch die
Inhibition der HDAC1 und HDAC2 reduziert werden kann. Beide Zelllinien, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, haben HDAC2 exprimiert und wir gehen davon aus, dass
die HDACI als pan-Histondeacetylaseinhibitoren HDAC2 inhibiert haben. Daher ist es
wahrscheinlich, dass ein Teil der von uns beobachteten Effekte in Richtung
Proliferationshemmung und Seneszenzinduktion durch die Inhibition von HDAC2

vermittelt wurden.

Neben dem genetischen Knockdown stellen auch selektive HDACI, wie RGFP699, die
Méoglichkeit dar, die Wirkung der einzelnen HDACs zu verstehen, da eine gezielte
Inhibition eines einzelnen HDAC leichtere Rulckschlisse auf die Wirkungsweise

ermdglicht, als die unspezifische Inhibition, welche die pan-HDACI erreichen.
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So konnte fur die selektive Inhibition von HDAC3 die Apoptoseinduktion und
Wachstumsverlangsamung in Malignomzellen gezeigt werden (Sarkar et al., 2020). Im
Falle der MCF-7- und A204-Zellen scheint eine selektive HDAC3-Inhibition dagegen
wenig erfolgversprechend, da HDAC3 nicht exprimiert wird. Allerdings konnten nicht-
Histon-Targets von HDAC3 eine Rolle spielen. Die selektive Inhibition von HDAC3
fuhrte zur Apoptose und Wachstumsverlangsamung in den betroffenen Zellen (Li and
Seto, 2016), was im Umkehrschluss auf einen pro-proliferativen und
apoptosehemmenden Effekt von HDAC3 in bestimmten Tumorzellen schlie3en lasst.
Daruber hinaus wurde eine HDAC3-vermittelte Zunahme der Expression von pro-
inflammatorischen Genen, die durch LPS induziert werden, gezeigt (West and
Johnstone, 2014).

Im Umkehrschluss kann angenommen werden, dass eine hohe Expression eines
HDACSs, so wie in unserem Fall HDACA4, einen starken Einfluss auf das Zellverhalten
nimmt. Ein bedeutender Teil der Wirkung der HDACI kdnnte also durch die Hemmung
von HDAC4 erklart werden, vor allem, da aus weiteren Daten die
proliferationsfordernde Wirkung von HDAC4 bereits beschrieben ist (Cai et al., 2018).
HDAC4 zeigte onkogenes Potential, da es in Kombination mit viralen Onkogenen in
Fibroblasten zur Proliferation unabhangig von Wachstumssignalen flhrte, allerdings
nur bei gleichzeitiger Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie p53 und dem RB-
Gen (Paluvai et al., 2018). In diesem Zusammenhang scheint die Uberexpression von
HDAC4 ein moglicher Faktor fir das Tumorwachstum in beiden getesteten Zelllinien
zu sein. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der HDAC1 und 4 in

Glioblastomzellen zu einem Zellzyklusarrest in G2/M fuhrte (Was et al., 2019).

Ebenso kann die Expression von HDAC?7 in unseren Zellreihen eine proliferative
Wirkung vermitteln, welche Uber die Inhibition durch die HDACI gehemmt wird. HDAC7
interagiert direkt mit c-Myc und nimmt Einfluss auf den Zellzyklus und die Proliferation.
Ein Knockdown von HDAC7 zeigte in diversen Tumorzelllinien einen Zyklusarrest in
der S1/G-Phase (Zhu et al., 2011). Daher scheint HDAC7 ein moglicher Faktor in der

Entgleisung des Zellzyklus in Tumorzellen zu sein.

Erneut gilt es zu betonen, dass die Wirkung der HDACs vom Zellkontext abhangig zu

sein scheint, und zwar nicht nur von Zelltyp zu Zelltyp, sondern auch vom Zustand der
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entsprechenden Zellen selbst (Xu et al., 2007). So wird HDAC1 in frihen Phasen der
Onkogenese ein onkosuppressiver Effekt, in spateren Phasen ein onkogener Effekt
zugeschrieben (Santoro et al., 2013). Ein weiteres Indiz dafur ist, dass die HDACs, so
wie auch deren Inhibition, das Gleichgewicht zellularer Mechanismen verschieben
konnen. Diese Wirkweise erinnert an die Wirkung von Partialagonisten in der
Pharmakologie, die an einem Rezeptor je nach Situation einen aktivierenden oder
einen hemmenden Einfluss entwickeln kdnnen.

In der Zusammenschau der bisherigen Kenntnisse Uber die HDACs scheinen sie
verallgemeinert eine antreibende Wirkung auf die Zellproliferation und den Zellumsatz
zu haben, indem sie den Zellzyklus vorantreiben. Daher lassen sich auch die
wachstumshemmenden Effekte der pan-HDACI erklaren. Ein genaueres Verstandnis
der spezifischen Wirkungen der einzelnen HDACs und die Entdeckung selektiver
Inhibitoren, kdnnten in Zukunft spezifische Therapien mdglich machen, die in ihrer
Wirkung auf die Art der Zelle und den Zellkontext angepasst sind.

Die bisherigen Kenntnisse der unselektiven Hemmung der HDACs flhrt aber bereits

jetzt zu vielversprechenden Ergebnissen im Bereich der Tumorkontrolle.

4.3 Wirkung der Histondeacetylaseinhibitoren auf Histonseitenketten und die

Bedeutung fur die Seneszenzinduktion

In der Immunfluoreszenzfarbung von H3K9ac konnte eine Zunahme acetylierter
Lysinreste an Stelle 9 der Histonkdrper 3 in der Behandlung mit den HDACI gezeigt
werden. Durch die Hemmung der HDACs verschob sich das Gleichgewicht zugunsten
der HATs, welche wiederum die Acetylierung typischer Substrate, wie z.B. diese
Lysinreste, vorantreiben konnen.

Dadurch konnten wir einen weiteren Nachweis der Wirksamkeit der HDACI in den
verwendeten Zellsystemen erbringen. In den Kontrollen, die mit IFNy und TNFa
behandelt wurden, konnte diese Zunahme an acetylierten Lysinresten nicht gezeigt
werden. Wir gehen in der Zusammenschau der Ergebnisse von einer
Seneszenzinduktion durch die HDACI aus. Dies wurde als mdgliche Wirkung von
HDACI bereits in verschiedenen Systemen beschrieben (Munro et al., 2004).
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In der Kombination aus IFNy und TNFa ist die Seneszenzinduktion bereits
beschrieben worden (Braumdller et al., 2013; Sapega et al., 2018). Dies deckt sich
auch mit unseren Ergebnissen bezuglich der Zytokinbehandlung.

Da beide Verfahren eine Seneszenzinduktion ermdglichen, sind zwei Schlusse
denkbar. Entweder ist die Acetylierung an H3K9 nicht entscheidend fur die
Seneszenzinduktion, da IFNy und TNFa auch ohne diese starke Zunahme der
Acetylierung einen seneszenten Phanotyp induzieren kénnen, oder beide Verfahren
greifen an unterschiedlichen Stellen in den Vorgang ein und nehmen Uber

verschiedene Signalwege Einfluss auf die Zellzykluskontrolle.

Da fur die HDACs sowohl Substrate der epigenetischen Modulation beschrieben sind,
die die Expression von beispielsweise p21 beeinflussen (Gui et al., 2004), als auch
direkte Targets, wie p53, die direkt Uber Acetylierung durch HDACs und HATs
beeinflusst werden (Mrakovcic et al., 2019), bleibt weiterhin die Frage, inwieweit die
Wirkung der HDACs von der epigenetischen Modulation und Beeinflussung der
Transkription oder der direkten Wirkung auf weitere Substrate abhangt.

Inwieweit die Zunahme an H3K9 fur die Seneszenzinduktion durch die HDACI
notwendig ist, kann aus unseren Daten nicht erschlossen werden.

Denkbar ist der Ansatz, dass uber die Acetylierung der Histonkorper und damit die
Schwachung der Bindung zur DNA das Chromatin in einen Zustand hoherer moglicher
transkriptionaler Aktivitat versetzt wird, aber dies alleine nicht direkt zu einer
Transkription und Genaktivierung fuhrt, sondern noch weitere Signale zur Rekrutierung
von Transkriptionsfaktoren notwendig sind (Karmodiya et al., 2012).

Die HDACI vermittelte Seneszenzinduktion erfolgt tber die Aktivierung von p16/NK4A
(Munro et al., 2004). Zusatzlich interagieren HDACI uber die Hemmung von HDACs
mit Transkriptionsfaktoren, wie E2F (Willis-Martinez et al., 2010) und weiteren
Substraten, wie p53 (Buchwald et al., 2009).

Uber das breite Wirkungsspektrum der HDACs in der Zelle und die komplexen
Auswirkungen der zahlreichen epigenetischen Modifikationen scheint die Acetylierung
von Histonkdrpern zur Steigerung der transkriptionalen Aktivitat beizutragen. Diese
kann aber die Wirkung der HDACs und HDACI allein nicht ausreichend erklaren.
Vielmehr scheint sich die kombinierte Interaktion mit nicht-Histon-Substraten und
weiteren Genen, die ihre Wirkung tber die durch die HDACI-vermittelte Steigerung der

transkriptionalen Aktivitat entwickeln kdnnen, erklaren zu lassen.
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Im Vergleich zur extrinsischen Induktion der Seneszenz mit den Zytokinen IFNy und
TNFa, bei der die Seneszenz (iber eine Aktivierung des p16'NK4A/pRb-Pathway
vermittelt wird (Braumdller et al., 2013), ist auch fur die HDACI eine
Seneszenzinduktion (ber die Aktivierung von p16'NK4A beschrieben (Munro et al.,
2004).

Daher kann der Weg Uber p16'NK4A mit resultierender Hypophosphorylierung von Rb
als gemeinsame Endstrecke der Seneszenzinduktion sowohl der HDACI als auch der
Zytokine IFNy und TNFa moglich sein.

Die Histonacetylierung, die durch die HDACI vermittelt wird, scheint fur die
Seneszenzinduktion Uber die Zytokine nicht notwendig zu sein. Allerdings wird hier
neben der Aktivierung von p16™K4A die Notwendigkeit eines STAT1- und vor allem
eines TNFR1-Signals beschrieben. In TNFR1-Knockout-Mutanten (TNFR1 -/-) konnte
keine Seneszenzinduktion durch die Zytokine erreicht werden, stattdessen zeigte sich
ein aggressives Wachstum (Braumdliller et al., 2013).

Im Gegensatz dazu scheint bei der Seneszenzinduktion durch die HDACI ebenfalls die
Aktivierung von p16'NK4Anotwendig zu sein, allerdings liegt hier kein TNFR1-Signal vor.
In wie weit die Histonacetylierung oder die Interaktion der HDACs mit weiteren nicht-
Histon-Substraten eine Notwendigkeit darstellt, ist aktuell nicht sicher belegt. Da aber
bei den Zytokinen IFNy und TNFa weitere Signale neben der Aktivierung von p16/NK4A
notwendig sind, liegt nahe, dass auch bei der HDACI-vermittelten Induktion weitere
Signale neben p16/NK4A erforderlich sind. Da die HDACI auch in der alleinigen
Behandlung einen seneszenten Phanotyp induzieren konnen, scheint es auch
mdglich, dass die weiteren Signale ebenfalls tber die HDACI vermittelt werden

konnten.

4.4 Seneszenzinduktion in der Kombinationsbehandlung aus

Histondeacetylaseinhibitoren und Interferon-y

In der Kombination der HDACI mit IFNy zeigte sich ein vollstandiger Wachstumsarrest,
die Proliferationshemmung hielt hier Gber 3-4 Passagen, die wir beobachtet haben, an.
Dabei zeigte bereits IFNy einen deutlichen proliferationshemmenden Effekt. In der
Kombination mit den HDACI ergab sich ein additiver Effekt. Allerdings war selbst in

den Kontrollen mit IFNy und TNFa kein dauerhafter vollstandiger Wachstumsarrest
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nach einem einmaligen Behandlungszyklus zu erreichen. Vielmehr kam es zu einer
langsamen Angleichung der Proliferationsrate an die Rate der unbehandelten
Zellpopulationen.

Dieses Phanomen wird durch die Tatsache erklart, dass nicht alle Zellen im
anfanglichen Behandlungszyklus in einen seneszenten Phanotyp Ubergegangen sind.
Die Zellen, die weiterhin proliferieren kdnnen, nahmen mit jeder weiteren Passage
aufgrund ihrer weiterhin steigenden Zahl einen zunehmend starkeren Einfluss auf die
Zellzahl, als die initial seneszenten Zellen, die in Relation immer weiter an Gewicht
verlieren, bis eine praktisch identische Proliferationsrate erreicht wurde.

Ein permanenter Wachstumsarrest liel3 sich daher leider nicht sicher nachweisen, da
nicht getrennt werden konnte, ob die Zunahme der Proliferationsrate durch die Zellen,
die initial nicht in einen seneszenten Phanotyp Ubergegangen sind, bedingt wurde,
oder durch die Wiederaufnahme einer proliferativen Aktivitat urspringlich gehemmter

Zellen.

Allerdings fanden sich neben der Proliferationshemmung weitere zellulare Merkmale,
die fur eine Seneszenzinduktion sprachen.

Denn auch die Untersuchung der SA-beta-Galaktosidase-positiven Zellen und der
Translokation von pHP1y in SAHF zeigten einen additiven Effekt, der die
Einzelbehandlungen Ubertraf und durchaus mit der Kombination aus IFNy und TNFa

vergleichbar war.

In unseren Versuchen sind wir von einer simultanen Behandlung bei gleichzeitiger
Applikation der HDACI und IFNy ausgegangen. Dass die Reihenfolge der Behandlung
eine Rolle spielen kann und auch kontraproduktive Effekte erbringen kann, wurde
bereits in einer anderen Arbeit gezeigt (Kim et al.,, 2003). Hierbei zeigte eine
Behandlung durch die HDACI und anschlieBend die Behandlung mit
Chemotherapeutika einen besseren Effekt, als die umgekehrte Reihenfolge der
Behandlung (Marchion et al., 2005).

Dies scheint fur die Moglichkeit einer Sensibilisierung oder eines Primings durch die
HDACI zu sprechen. Die HDACI scheinen die Wirkung vieler antitumoraler, also
proliferationshemmender und apoptosefordernder Wirkstoffe verstarken zu kénnen,
darunter klassische Chemotherapeutika (Munster et al., 2001; Marchion et al., 2005),

aber auch korpereigene Zytokine mit antitumoralen Wirkungen (Bolden et al., 2006).
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Die Kombination der HDACI mit IFNy stellte sich als effektiver heraus, als die
Einzelbehandlungen. So konnten vergleichbare Effekte auf Wachstumsarrest und
andere Seneszenzmarker gezeigt werden, wie durch die Behandlung mit IFNy und
TNFa.

Wir postulieren also, dass die HDACI und IFNy eine synergistische Wirkung
aufweisen.

Hierbei ist sowohl das oben beschriebene Priming durch die HDACI mdglich, welche
dadurch die Wirkung von IFNy verstarken, oder die Kombination der direkten
Wirkungen von HDACI und IFNy. Wir bevorzugen letztere Variante, da sich in der
Wirkung von HDACI und IFNy durchaus Ahnlichkeiten zeigen.

IFNy fuhrt zu einer Hochregulation von p53 und p21 in Melanomzellen und wird als
entscheidend fur einen p53-abhangigen Pathway bei DNA-Schaden gesehen, der zur
Induktion eines seneszenten Phanotyps fuhrt (Homann et al., 2022).

In Endothelzellen konnte beobachtet werden, dass durch IFNy Seneszenz induziert
werden konnte, und zwar auch in p16-Knockout-Zellen, allerdings nicht in p53-
Knockout-Zellen (Kim et al., 2009).

IFNy scheint also von p16 unabhangig uber p53 und p21 einen seneszenten Phanotyp
induzieren zu konnen.

Die Seneszenzinduktion durch die HDACI hingegen scheint in humanen Zellen
dagegen vor allem Uber p16 vermittelt zu werden, da in Zellen mit einem Verlust von
p16 keine Seneszenz durch HDACI induziert werden konnte. Die Stérung der p53- und
p21-Gene hingegen flhrte nur zu einer geringen Abnahme der HDACI-vermittelten
Seneszenzinduktion (Munro et al., 2004).

Sowohl der IFNy-vermittelte p53/p21-Signalweg als auch der HDACI induzierte p16-
Signalweg flhrt zur Hemmung von Proteinen aus der Cyclin-Familie, die wiederum die
Rb-Aktivierung hemmen und somit zu einem permanenten Zellzyklusarrest und zur

Seneszenzinduktion flhren.

Die Wirkung von HDACI und IFNy auf 2 Signalwege, die letztlich zur
Seneszenzinduktion fihren kénnen, kann den von uns beobachteten synergistischen
Effekt der Kombinationsbehandlung von IFNy und HDACI erklaren und bestatigt nach

unserer Ansicht die Ergebnisse unserer Experimente.
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Hier gilt es allerdings zu bedenken, dass wir eine zeitliche Behandlungsreihenfolge
nicht untersucht haben. Die Kombinationsbehandlungen sind durch gleichzeitige
Behandlung mit den Behandlungspartnern erfolgt. Die Daten der
Kombinationsbehandlung der HDACI mit Chemotherapeutika legen aber Nahe, dass
die Behandlungsreihenfolge durchaus eine entscheidende Rolle spielen kann
(Marchion et al., 2005). Prinzipiell kann hier auch davon ausgegangen werden, dass
eine serielle Behandlung mit HDACI und dann IFNy, beziehungsweise in umgekehrter
Reihenfolge auch abweichende, antagonistische Effekte erzielen kann (Kim et al.,
2003; Marchion et al., 2005).

Die Arbeit von Sachweh et al aus dem Jahr 2013 kdnnte unseren Ergebnissen, welche
einen synergistischen Effekt von HDACI und IFNy nahelegten jedoch auch
widersprechen. Nutlin-3 ist ein Aktivator von p53 und erhdht Gber diesen Weg auch
p21, ahnlich wie IFNy. Allerdings schien in der Kombinationsbehandlung von Nutlin-3
und TSA die Erhéhung von p21-Leveln durch Nutlin-3 durch TSA inhibiert worden zu
sein, was potentiell gegen einen synergistischen Effekt in Richtung
Seneszenzinduktion spricht (Sachweh et al., 2013).

Allerdings steht dieser Arbeit eine Publikation von Palani et al. aus dem Jahr 2012
gegenuber, welche einen synergistischen Effekt von Nutlin-3 und HDACI auf die
Apoptoseinduktion von Wildtyp-p53-Zellen zeigte (Palani et al., 2012).

Wir sehen daher keinen ausreichenden Grund, von unserer Auslegung der Ergebnisse

abzuweichen.

4.5 Trippelbehandlung mit Histondeacetylaseinhibitoren, Interferon-y und

Tumornekrosefaktor-a

Auch die Trippelkombination aus HDACI, IFNy und TNFa wurde zumindest initial
untersucht, allerdings wurden die Ergebnisse nicht als Teil dieser Arbeit genutzt.

In der Trippelkombination sind wir in unseren Versuchen auf das Problem einer
kombinierten Wirkstarke gestofR3en, die eine Auswertung der Ergebnisse, vor allem in
héheren Konzentrationen der Substrate, deutlich erschwerte. Tatsachlich kdnnen wir
mit den durchgefihrten Versuchen nur die Moglichkeiten der Trippelkombination
erahnen — wir haben in den vorherigen Versuchen teils deutlich hdhere Konzentration,

vor allem der HDACI genutzt. Allerdings fuhrte die resultierende, ausgepragte
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Proliferationshemmung zu einer sehr starken Reduktion der Zellzahl, auch unter das
ursprungliche Mal® an behandelten Zellen hinaus. Aufgrund der wenigen Zellen, die
ausgewertet werden konnten, bestand somit keine ausreichende Sicherheit beziglich
der Aussagekraft der Ergebnisse. Aufgrund dieser Beobachtung mussten wir in der
Tripelbehandlung von einer hoheren Toxizitat ausgehen, die zu einer vermehrten
Apoptose der Zellen flihrte und damit die Zellzahl ebenfalls reduzierte. Es konnte nicht
von einer reinen Proliferationshemmung ausgegangen werden.

Die Grundzahl der behandelten Zellen zu erhéhen, ware eine Mdglichkeit gewesen,
allerdings ware in den unbehandelten Kontrollen dann ein rasches, konfluierendes
Wachstum zu erwarten gewesen, was wiederum die Ergebnisse verfalscht hatte. Ein
anderer Ansatz, die Kontrollen erst spater auszusaen, hatte diesen mdglichen Einfluss
im Zuge der veranderten Inkubationszeit ausgeblendet. Ware in der Inkubation jedoch
ein Ereignis eingetreten, das die Zellzahl verandert hatte, ware dies in den Kontrollen
nicht ausreichend dargestellt worden.

Eine Moglichkeit ware die Reduktion der Konzentrationen der Behandlungspartner
gewesen. Da wir beispielsweise bei der beta-Gal-Farbung von einer Sattigung der
Zunahme ausgehen mussten, theoretisch bei 100%, realistisch bei etwa 80-90% der
Zellen, welche bereits in der Doppelbehandlung mit hohen Konzentrationen fast
erreicht wurden, kénnte so auch ein Bereich einer erhdhten Empfindlichkeit flr
Konzentrations- bzw. Wirkungsanderungen erreicht werden, so dass die

Auswirkungen der einzelnen Substrate besser dargestellt werden kdnnte.

In der Kombination IFNy, TNFa und HDACI zeigte sich eine noch ausgepragtere
Proliferationshemmung als in den Doppelbehandlungen mit IFNy und HDACI bzw.
TNFa (Daten nicht gezeigt).

Aufgrund dieser ausgepragten Wirkung konnte in den ersten Versuchen in der
Tripelkombination keine brauchbare Auswertung durchgeflihrt werden, da die
Zellzahlen massiv reduziert waren.

Allerdings haben wir die Moglichkeiten der Tripelkombination auch nicht ausgereizt,
sondern uns auf die Kombination von IFNy und HDACI konzentriert.

Was wir dennoch festgestellt haben, ist, dass insbesondere in den Wachstums-Assays
in der Tripelkombination die Anzahl der Zellen nach der Behandlung deutlich unter der
Anzahl der urspringlich ausgesaten Zellen lag, was darauf hindeutet, dass durch

TNFa auch Zelltod und Apoptose an Gewicht gewinnen kann.
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TNFa entfaltet seine Wirkung uber den TNFR1-Rezeptor und wirkt als Todesrezeptor
in Richtung extrinsischer Apoptose. Uber weitere Rezeptoren wie Fas kommt es zu
einer Aktivierung der Caspasen 8 und 10 (Ashkenazi, 2002).

Die Expression von TNFa konnte durch den HDAC1-selektiven HDACI FK228 in HL-
60- und K562-Zellen durch die Hyperacetylierung der Promoterregion an H3 gesteigert
werden (Sutheesophon et al., 2005).

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) entfaltet seine
Wirkung Uber die Bindung an DRS5 (Death-Receptor 5) und fuhrt ebenfalls zur
Aktivierung der Caspase 8, welche schlieB3lich die Zellapoptose induzieren kann. Die
Expression von DR5 kann durch HDACI gesteigert werden (Nakata et al., 2004), was
zu einer Erhéhung der Empfindlichkeit der Zellen auf das TRAIL-Signal fuhrt.

Die Kombination aus TNFa und HDACI sollte damit die extrinsische Apoptose Uber
Caspase 8 vorantreiben, was mit unseren Beobachtungen tbereinstimmt. Zusatzlich
deutet dies wiederum auf unsere Hypothese hin, dass bei der Ausbildung des
vollstandigen Wachstumsarrests ein Zusammenspiel aus Apoptose- und
Seneszenzinduktion stattfindet, insbesondere in der Kombinationsbehandlung mit
IFNy und TNFa. Vor allem am Anfang der Behandlung werden ahnliche Signalwege

angesteuert, die schlielllich in der Apoptose oder Seneszenz enden.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Untersuchung war zunachst die Seneszenzinduktion durch die HDACI
Vorinostat und Trichostatin A in Zellreihen, in denen die Madoglichkeit einer
Seneszenzinduktion bereits gezeigt wurde, zu untersuchen und mit der extrinsischen
Seneszenzinduktion durch die Zytokine IFNy und TNFa zu vergleichen. Wir haben
A204-Zellen und MCF-7-Zellen gewahlt, da diese Zellen die Voraussetzung erfillen
(Rentschler et al., 2018).

Im ersten Teil dieser Untersuchung haben wir die HDACI in unseren Zelllinien etabliert,
d.h. mittels eines XTT-Assays die Viabilitat der Zellen in unterschiedlichen
Proliferationsphasen unter Behandlung untersucht, um einen Wirkbereich festzulegen,
der eine maoglichst hohe Proliferationshemmung bei nur geringer Toxizitat der HDACI
aufweist. AnschlieBend haben wir die Wirkungsweise der HDACI in den Zellreihen
untersucht. Hierfir haben wir die Expression der HDACs mittels Western Blot
semiquantifiziert und hierbei eine starke Expression von HDAC4 und weniger
ausgepragt von HDAC7 und HDAC2 festgestellt. Eine Wirksamkeit der HDACI in
diesen Zellen war also anzunehmen, da entsprechende Zielmolekulle vorhanden sind.
Dabei gingen wir in der Behandlung mit HDACI von einer Vermittlung der Wirkung
insbesondere Uber die HDACs mit einer hGheren Expression aus.

Die Wirksamkeit der HDACI Uber die Zunahme der Acetylierung an Histonseitenketten
konnte mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung gezeigt werden. Hierbei zeigte sich
eine Zunahme der Acetylierung der Lysinseitenkette 9 an Histonkorper 3 (H3K9ac)
durch Behandlung mit beiden getesteten HDACI. H3K9ac ist hierbei ein bekanntes
Target der epigenetischen Acetylierung durch HATs. In der Behandlung mit IFNy und
TNFa konnte diese Zunahme nicht beobachtet werden. Fur die Seneszenzinduktion
scheint die Histonacetylierung somit nicht obligat, da IFNy und TNFa Seneszenz auch
ohne diese Zunahme induzieren kdnnen. Allerdings konnte die Histonacetylierung die
Induktion der Seneszenz durch HDACI moglicherweise vermitteln.

Nachdem wir die prinzipielle Wirksamkeit der HDACI in den Zelllinien gezeigt haben,
erfolgten morphologische Untersuchungen der behandelten Zellen. Hierbei konnten
wir distinktive Veranderungen der Zellmorphologie, wie eine VergrofRerung des
Zellkerns oder Zunahme des Zellplasmas, feststellen, die mit einem seneszenten
Phanotyp assoziiert werden. Die Veranderungen zeigten sich hierbei sowohl in den mit
IFNy und TNFa als auch in den mit HDACI behandelten Zellen.
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Ein wichtiges Kriterium der Seneszenz ist ein permanenter Wachstumsarrest, der auch
nach der Behandlung weiterhin anhalt. Wir konnten diesen mit IFNy und TNFa
erreichen, jedoch nicht in der Einzelbehandlung mit HDACI, auch wenn sich hier eine
deutliche Proliferationshemmung zeigte, die sich jedoch in den weiteren Passagen
ohne Behandlung wieder an die ursprungliche Proliferationsrate anglich. Allerdings
haben wir die Behandlungskonzentrationen der HDACI bewusst entsprechend des
Viabilitatsassays so niedrig gewahlt, dass kaum Toxizitat durch Apoptose oder
Nekrose der Zellen eintritt. Aufgrund der konzentrationsabhangigen Zunahme der
Proliferationshemmung gehen wir von der Moglichkeit eines vollstandigen
Wachstumsarrests durch die HDACI in héheren Konzentrationen aus. Zudem muissen
wir von der Notwendigkeit eines Zusammenspiels von Seneszenzinduktion und
Apoptose zum Erreichen von konstanten Zellzahlen in jeder Passage im Sinne eines
vollstandigen Wachstumsarrestes ausgehen.

Der SA-beta-Galaktosidase-Assay zeigte hingegen eine deutliche Zunahme der SA-
beta-Galaktosidase-Aktivitat, eines etablierten Seneszenzmarkers, sowohl in der
Behandlung mit HDACI als auch mit IFNy und TNFa. Hierbei erreichten die HDACI ein
ahnliches Aktivitatsniveau wie IFNy und TNFa.

Auch die Zunahme von seneszenzassoziierten Heterochromatinfoci (SAHF) zeigte
sich in der Behandlung mit den HDACI, wie auch in der Behandlung mit IFNy und
TNFa.

Dadurch sehen wir unsere Vermutung bekraftigt, dass die HDACI in unseren Zellreihen
in hoherer Konzentration einen seneszenten Phanotyp induzieren konnen.

In der weiteren Untersuchung haben wir die Kombination der Wirkung je eines HDACI
mit IFNy mit der Kombination aus IFNy und TNFa verglichen. Die Behandlung erfolgte
hierbei simultan mit IFNy und je einem der HDACI. Wir haben zur Analyse die in der
Einzelbehandlung verwendeten Methoden und Seneszenzmarker genutzt.

Die Kombination aus IFNy und Vorinostat konnte einen vollstandigen und uber die
Behandlung anhaltenden Wachstumsarrest erreichen und auch die Kombination aus
IFNy und Trichostatin A zeigte einen Effekt auf die Proliferationshemmung, der Gber
die Effekte der Einzelbehandlungen hinausging. In der Betrachtung der SA-beta-
Galaktosidase-Aktivitat und der SAHF zeigte sich eine Zunahme in der Kombination
mit IFNy und je einem der HDACI, die mit der Kontrollbehandlung mit IFNy und TNFa
vergleichbar sind. Zudem zeigte sich eine konzentrationsabhangige Zunahme der

Wirksamkeit in steigenden Konzentrationen der HDACI. Wir sehen in der Kombination
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von |IFNy und HDACI einen additiven Effekt auf Proliferationshemmung und
Seneszenzinduktion.

Dies erklaren wir durch eine IFNy-vermittelte Aktivierung des p53/p21-Signalwegs bei
zeitgleicher Induktion des p16-Signalwegs durch HDACI, welche beide Uber die
Hemmung von Cyclinen die Aktivierung von Rb hemmen und damit zum
Zellzyklusarrest und zur Seneszenzinduktion fihren. Dieser synergistische Effekt ist
insbesondere unter dem Kontext onkologischer Therapien bedeutend.

Zudem decken sich unsere Ergebnisse weitgehend mit bisherigen Daten, welche
seneszenzinduzierende und antitumorale Effekte der HDACI in vielen Tumorzelllinien
beschreiben, als auch die Verstarkung der Wirksamkeit vieler antitumoraler
Substanzen durch die HDACI, wie in unserem Fall IFNy. Die genaue Wirkungsweise
der HDACI ist aufgrund des Wirkungsprofils als pan-HDAC-Inhibitoren, sowie der
Beeinflussung weiterer Targets abseits der Histone, bisher nicht vollstandig geklart
und kann zuklnftig weiter entschlisselt werden. Hierbei kommen HDACI ins Spiel, die
spezifisch nur bestimmte HDACs inhibieren und somit die Wirkung einzelner HDACs

und den Effekt durch deren Inhibition besser aufdecken konnen.
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