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1. Einleitung

1.1 Bisheriger Wissensstand

SAM-/ SAH-Metabolismus

S-Adenosylmethionin  (SAM), der wichtigste Methylgruppendonor in
eukaryonten Zellen, wird durch die S-Adenosylmethionintransferase aus ATP
und L-Methionin synthetisiert (1;2). Biologische Transmethylierungen spielen
bei einer Vielzahl physiologischer Prozesse eine wichtige Rolle. Als Beispiel
dafir waren die posttranslationale Modifizierung von Proteinen, die
posttranskriptionelle Modifikation von Nukleinsauren und die Modifikation von
Membran-Phospholipiden, die bei der Regulation der Membranfunktion beteiligt
sind (3), zu nennen. Methylierungsreaktionen sind aber auch bei der
Metabolisierung von biogenen Aminen wie Neurotransmittern und Hormonen,
z.B. Dopamin, Norepinephrin, Epinephrin, Histamin und Melatonin (4), bei der
Virusreplikation (5), sowie der Bakterien- (6) und die Leukozyten-Chemotaxis
von Bedeutung (7;8).

Nach Ubertragung der Methylgruppe auf einen Akzeptor wird SAM zu S-
Adenoylhomocystein (SAH) umgewandelt. Da SAH eine hdhere Affinitat als
SAM zum katalytischen Zentrum der meisten Transmethylasen aufweist, ist es
ein  Produktinhibitor aller SAM-abhdngigen Transmethylierungsreaktionen
(9;10). Deshalb ist in vivo ein schneller Abbau dieses Reaktionsproduktes
erforderlich. SAH wird in Vertebraten nur durch die SAH-Hydrolase (EC 3.3.1.1)
abgebaut und verhindert dadurch die Akkumulation von SAH (11). Die SAH-
Hydrolase wurde urspriinglich als zytoplasmatisches Enzym beschrieben (12).
Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass wahrend der
Embryonalentwicklung von Xenopus laevis in transkriptionell aktiven Zellkernen
ebenfalls SAH-Hydrolase lokalisiert ist (13).

Die Reaktion der SAH-Hydrolyse ist reversibel (Abb.1) mit einer
Gleichgewichtskonstanten von etwa 1 uM, wobei das Gleichgewicht in vitro auf

Seite der Synthese liegt (12). Die Reaktion verlauft jedoch in vivo in Richtung



der Hydrolyse, weil Adenosin und Homocystein in der Zelle so schnell abgebaut
werden (Abb 1). Adenosin wird durch die Adenosin-Kinase oder die Adenosin-
Desaminase (ADA) und Homocystein durch die Methionin-Synthetase oder die
Cystathionin-B-Synthetase (12) abgebaut. Da Adenosin ein potenter Hemmstoff
der SAH-Hydrolase in vitro und in vivo ist (14), ist die SAH-Hydrolase-Aktivitat
in vivo von der Aktivitdt der ADA abhangig. Dies wird dadurch gewahrleistet,
dass erstens durch den Abbau von Adenosin die von der SAH-Hydrolase
katalysierte Reaktion in die hydrolytische Richtung gelenkt wird (15;16) und
zweitens die Entstehung von Desoxyadenosin (Cordycepin) verhindert wird, das
bei genetisch ADA-defizienten Patienten exzessiv im Serum akkumuliert und
ein ,suicid-ahnlicher” Inaktivator der SAH-Hydrolase ist (17;18). Die Folge
dieser Inaktivierung ist ein intrazellularer SAH-Anstieg der indirekt inhibitorische
Effekte auf Transmethylierungsreaktionen haben kénnte. Daraus wurde die
Verbindung zwischen ADA-Mangel und Hemmung von Methylierungen gezogen
(19).

SAH-Hydrolase wurde in verschiedenen Geweben von Hihnern, Ratten,
Hunden und Kaninchen untersucht (20). Die Enzymaktivitat ist in der Leber,
dem Pankreas und der Niere am héchsten, in Milz und Hoden mittelhoch und in
Gehirn, Muskulatur und Herz niedrig (21). Die Beobachtung, dass Méause-
Embryonen, denen das Gen fir die SAH-Hydrolase fehlt, in Stadium der

Implantation sterben (22), zeigt die biologische Bedeutung dieses Enzyms.
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Abbildung 1: Darstellung des SAM- und SAH-Stoffwechselweges

SAM und SAH sind Substrat und Produkt von SAM-abh&ngigen
Methylierungsreaktionen, die auf die Aktivitdt der Methyltransferasen
modulierend  wirken. Der Quotient aus SAM und SAH, auch
Methylierungspotential (MP= SAM/ SAH) genannt (11;23), wird als Indikator fiir
den Methylgruppen-Transfer von SAM auf Methylakzeptoren in einer Zelle
angesehen (24).

Da die Aktivitat der SAH-Hydrolase die intrazellulare Konzentration von
SAH reguliert, ist das Enzym von wachsendem pharmakologischem Interesse,
weil ihre Hemmung indirekt Uber einen Anstieg von SAH die zellulare
Methylierung  von  Phospholipiden, Proteinen,  kleinen  Molekullen
(z.B.Norepinephrin), DNA und RNA beeinflussen kann (25;26). Dabei wurde
beobachtet, dass SAH-Hydrolase-Inhibitoren selbst in hohen Konzentrationen
mit maximaler Inhibition der SAH-Hydrolase keine vollstandige Inhibition der
SAM-abhangigen Methylierung bewirken kdnnen: Ein signifikanter Anteil (40-



60%) der Lipid- und Protein-Carboxy-Methylierung in L929-Zellen von Mausen
ist resistent gegen drastische Anstiege von intrazellularem SAH (bis zu
100 pM), sofern die SAM-Konzentration hoch genug ist, um Methylierung zu
ermoglichen (27).

Dennoch zeigen manche Nukleoside antivirale Aktivitat, die zumindest
teilweise auf den SAH-Anstieg und die damit verbundene Inhibition von
Reifungsvorgangen der viralen mRNA (z.B. 5’-cap-Methylierung)
zurlckzufahren ist (5;28). Es kann somit von einer engen Korrelation zwischen
der antiviralen Potenz bestimmter Nukleosid-Analoga und deren inhibitorischen
Effekt auf die SAH-Hydrolase ausgegangen werden (29). Diese Nukleosid-
Analoga unterscheiden sich jedoch in ihrem Wirkungsspektrum. So reagieren
Viren unterschiedlich sensibel auf die Inhibition der SAH-Hydrolase, da die
SAH-Hydrolase der Viren die gleiche Affinitdt flr Inhibitoren hat wie das
zellulare Enzym. Eine Erklarung daflr, dass die SAH-Hydrolase-Inhibitoren eine
selektive antivirale Aktivitat entfalten kdnnten, liegen darin, dass virus-infizierte
Zellen eine héhere Transmethylierungsaktivitat besitzen als uninfizierte Zellen
und deshalb empfindlicher auf ein verandertes MP reagieren. Eine andere
mogliche  Erklarung ware, dass es Unterschiede zwischen den
Methyltransferasen virus-infizierter oder —nicht-infizierter Zellen gibt. Dies wurde
durch Erforschung unterschiedlicher Viren bestatigt, die Gene fir ihre eigenen
Methyltransferasen enthalten (reviewed in De Clercqg (28)). Diese
Methyltransferasen, die haufig an der Entstehung der cap-Struktur beteidigt
sind, kénnten also unterschiedlich sensibel auf SAH-Anstieg reagieren.

Auch ist die SAH-Hydrolase seit kurzem eine Zielstruktur fir die
Entwicklung neuer immunsuppressiver oder anti-inflammatorischer Agentien
(30-32). So konnte eine Abhangigkeit der Lymphozyten-Aktivierung von SAM-
abhangigen Transmethylierungsreaktion gezeigt werden. Dies spiegelt sich
auch im SAM-Verbrauch der Zellen wieder, der etwa 3- bis 5-mal so groB ist
wie der Durchschnittsverbrauch einer nicht hepatischen Zelle (33).

Zudem bewirken SAH-Hydrolase-Inhibitoren in vitro eine selektive
Inhibition der T-Zell-Proliferation und Interleukin-2-Produktion (32). Dabei wurde

beobachtet, dass die Potenz der SAH-Hydrolase-Inhibitoren mit der Hemmung



der antiinflammatorischen Aktivitdt und der T-Zell-Proliferation korreliert (34).
Des weiteren ist bekannt, dass SAH die Phosphatidylinositol-Kinase hemmt, die
fir den Signalweg der Second-Messenger-vermittelten T-Zell-Aktivierung
verantwortlich ist (35), so dass SAH auch Uber diesen Reaktionsweg anti-T-
Zell-proliferierend wirkt.

Bedeutung des Methylierungspotentials fiir Methylierung-Reaktionen

Der Einfluss eines veranderten MPs auf SAM-abhéangige
Methylierungsreaktionen wurde in verschiedenen Studien untersucht. So konnte
gezeigt werden, dass die Methylierung von Phospholipiden, Proteinen, kleinen
Molekilen, DNA und RNA durch ein alterniertes MP beeinflusst wird (25;26).
Hoffman et al. (1980) haben in Rattenleberzellen den Einfluss eines durch
Adenosin und Homocystein gesenkten MPs auf die Methylierung von Histonen,
DNA und Phospholipiden untersucht und festgestellt, dass bei einem MP von
5,6 £ 1,8 die Histone, DNA und Phospholipide noch etwa zu 100% methyliert
waren, bei einem MP von 0,3 + 0,1 die in vivo Methylierung von Histonen, DNA
und Phospolipiden jedoch zu 90 bis 99% inhibiert war (36), wobei Histone noch
zu 10 £ 7%, DNA zu 6 + 2% und Phospholipide zu weniger als 1% methyliert
waren.

Der Grad der Phospholipid-Methylierung hat starken Einfluss auf die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Zellmembran, z.B. auf ihre
Viskositat und ihre elektrische Ladung (37). Eine vermehrte Phospholipid-
Methylierung fahrte in Retikulozyten zu einer erhdhten Affinitat der Adenylat-
Cyclase an B-adrenerge Rezeptoren (38) und damit zu einer Interaktion in der
Signaltranduktion und einem Anstieg der B-adrenergen Bindungsstellen (39).
AuBerdem beeinflusst die Phospholipid-Methylierung die Aktivitat anderer
Membran-gebundener Enzyme, z.B. die Ca®*-ATPase in Erythrozyten, was zu
Veranderungen der Membranviskositat flhrt (39).

DNA-Methylierung bezieht sich v.a. auf die Methylierung des
Cytosinrestes an der Carbon-5-Position in der DNA, im Speziellen auf die CpG-
Dinukleotid-Methylierung, die mit der Aktivitat einer Vielzahl von Genen, der
kérperlichen Vererbung und der Zelldifferenzierung und der X-chromosomalen



Inaktivierung (40) verbunden ist (reviewed in Chiang (26)). Die Bedeutung, die
das MP far die embryonale Entwicklung hat, wurde durch verschiedene
Untersuchungen gezeigt. In transkriptionell aktiven Zellen, z.B. in Oozyten, in
Embryonen wahrend der Gastrulation und in vielen differenzierten Zelltypen ist
die Konzentration der SAH-Hydrolase im Nukleus héher als im Zytoplasma (41).
Diese Beobachtung spricht dafir, dass das gebildete SAH vor Ort abgebaut
wird und so eine Hemmung der Methyltransferasen vermieden wird (13;42).
AuBerdem ist bekannt, dass Mause-Embryonen, denen das Gen fir die SAH-
Hydrolase fehlt, in Stadium der Implantation sterben (22). Dennoch kénnen sich
manche Organismen, z.B. Drosophila (43) oder Saccharomyces cerevisiae (44)
ohne detektierbare DNA-Methylierung entwickeln und differenzieren. In darauf
folgenden Studien wurde jedoch bei ,knockout-Mausen® ohne DNA-
Methyltransferase-Gen die wichtige Rolle der DNA-Methylierung bei der
Entwicklung unter Beweis gestellt (45).

DNA-Methylierung fungiert als Regulator der Transkription, wie z.B. die
Methylierung des Promotors eines Gens (z.B. Erythropoetin oder p53)
(reviewed in Singal und Ginder (46)), das nicht exprimiert wird.

RNA-Methylierung

Ribosomale RNA und transfer RNA sind sehr stark methyliert. tRNA
enthalt Gber 30 verschiedene methylierte Nukleoside (47;48), die eine wichtige
Funktion bei der Proteinsynthese auf der Ebene der Codon-Anticodon-
Erkennung haben (49). Die Methylierung von rBRNA und messenger RNA
(mRNA) ist far die Reifung dem ,Processing” dieser RNAs ndétig (50).
Messenger RNA wird sowohl an der 5°-cap-Struktur als auch der internen N6-
Methyladenosine (51). Die Anzahl und Lokalisation ist unterschiedlich je nach
mRNA (52-54). Die biologische Bedeutung dieser internen N°-Methylierungen
ist bislang ungeklart. Sie kénnten z.B. am ,Processing“ der mRNA oder ihrem
Transport aus dem Zellkern an die Ribosomen beteiligt sein (52;55;56).

Eine bedeutende Methylierung der mRNA ist die Methylierung der 5°-

cap-Struktur. Die einzigartige methylierte 5’-terminale cap-Struktur von



Eukaryonten-mRNA unterscheidet diese deutlich von Prokaryonten-mRNA, die
ungeblockte Triphosphat-Enden besitzt (57).

Far ihre Entstehung ist ein Multi-Enzym-System notwendig: Nach Beginn
der RNA-Synthese tragt die mRNA am 5°-Ende eine Triphosphatgruppe, die
sofort modifiziert wird. Durch Hydrolyse durch die RNA-Triphosphatase wird ein
y-Phosphat abgespalten. Die mRNA-Guanylyltransferase transferiert an diese
Schnittstelle einen Guaninphosphatrest. Dieses charakteristische Ende wird als
,cap“ bezeichnet. Nun Obertragt die mRNA-(Guanin-7-)Methyltransferase eine
Methylgruppe von SAM auf Position 7 des cap-Guanosin-Restes - das
entstandene Produkt nennt man ,cap 0“Struktur (m’GpppN;p). Die 2°-O-
Methyltransferase methyliert die 2°-O-Ribose-Einheit vom Nj-Nukleotid der
mRNA. Diese Struktur wird als ,cap 1“ bezeichnet (m’GpppNimpNp). All diese
Vorgange finden im Nukleus statt (58-61). Die cap 1-Struktur kann im
Zytoplasma noch durch die 2°-O-Methyltransferase an der Ribose-Einheit des
No-Nuklotid des 5°-Endes methyliert werden und dadurch ein sogenanntes
,cap 2 (m’GpppNimpN.mpNszp) ergeben (61).

Die methylierte 5°-terminale cap-Struktur hat fir die mRNA verschiedene
biologische Bedeutungen: 1.) Both et al. (1975) haben als erste gezeigt, dass
die cap-Struktur der mRNA flr die effiziente Translation von vesikularem
Stomatitis-Virus- oder Reovirus-mRNA in einem zellfreien
Proteinsynthesesystem von Weizenkeimen erforderlich ist (62), weil sie zu
Beginn der Proteinsynthese eine effiziente Bindung der mRNA an die 40S-
Untereinheit von Ribosomen vereinfacht (63). Diese Beobachtung eréffnet die
Méglichkeit, dass die genetische Expression auf dem Level der Translation
reguliert wird (64). 2.) Eukaryonten-mRNA hat eine langere Halbwertszeit als
Prokaryonten-mRNA, die bereits wahrend der Translation schrittweise vom 5°-
Ende an exonukleolytisch gespalten wird (57). Furuichi et al. (1977) injizierte
Reovirus-mRNA mit cap in Xenopus laevis-Oozyten und beobachtete, dass sie
stabiler waren als die ohne cap (65). Das lasst den Schluss zu, dass die
methylierte cap-Struktur vor exonukleolytischem Abbau schitzt. 3.) Wé&hrend
der Umwandlung von Vorlaufer-Transkripten zu zytoplasmatischer mRNA

bleiben die cap-Strukturen konserviert (66). Dies kdnnte ein Hinweis darauf



sein, dass die cap-Struktur bei einem der Umwandlungsvorgange eine wichtige
Rolle einnimmt und dadurch evil. bei der Regulation der Gen-Expression einen
modulierenden Einfluss hat.

4.) Bei Hela-Zellextrakten hat man festgestellt, dass die methylierte cap-
Struktur flr den Vorgang des ,Splicings® der mRNA in vitro erforderlich ist
(67;68).

in Caps 0,1 und 2
[ methyliert

0O OCH; «—in Caps 1 und 2
. methyliert

(0] OCH; < in Cap 2
/ methyliert

Abbildung 2: Die Stukturformel der cap-Struktur

Die Methylierung der 5"-cap-Struktur von viraler mRNA scheint
auBerdem Voraussetzung fir die Virus-Replikation in der Wirtszelle zu sein (5).



1.2 Zielsetzung

Da die Aktivitdt der SAH-Hydrolase die SAH-Spiegel in der Zelle

kontrolliert und somit Transmethylierungsreaktionen beeinflusst, sollten in

dieser Arbeit folgende Fragen geklart werden:

1.

Wie hoch ist der SAM- und SAH-Spiegel, sowie das MP in
HepG2-Zellen unter Kontrollbedingungen? Diese Zelllinie diente
als Modellobjekt.

Wie veréndern sich diese beiden Metabolite SAM und SAH und
damit das MP nach Hemmung der SAH-Hydrolase durch Ado-
2°,3"-Dial? Sind diese Veranderungen konzentrationsabhéngig?
Sind die Veranderungen der Metabolite SAM und SAH, sowie
des MPs nach Hemmung der SAH-Hydrolase durch Ado-2",3"-
Dial zeitabhangig?

Wie andert sich die Energieladung der Zellen unter Hemmung
der SAH-Hydrolase?

Hat der Hemmstoff Ado-2°,3"-Dial einen Einfluss auf die
Uberlebensrate der Zellen?

Welchen Einfluss hat ein verandertes MP auf die Gen-
Expression von Erythropoetin (Epo) und VEGF, als Beispiel fir
schnell aktivierbare Gene und die Expression von Cyclophilin
und SAH-Hydrolase als klassische ,Housekeeping“ Gene?

Ist diese Veranderung auch auf Proteinebene detektierbar, z.B.
an der Epo-Expression?

Wie verhalt sich die SAH-Hydrolase-Aktivitdt  unter
Kontrollbedingungen und nach Inkubation mit Ado-2°,3"-Dial?



2. Material und Methoden

Tabelle 1: Materialliste

Substanz/ Handelsname Hersteller
RPMI 1640 mit L-Glutamin Gibco
PBS (pH 7,2) Gibco
Neugeborenen Kalberserum (NKS) Gibco
Penicillin/ Streptomycin 100* Gibco
Trypsin/EDTA 10*0,5/ 0,2% Gibco
DMSO Merck
Adenosin-2°,3"-Dialdehyd Sigma
Perchlorsaure Merck
SAM, SAH und Adenosin Sigma
K2COs3 Merck
KH2PO4 Merck
Salzsaure 37% Merck
Ameisensdure Merck
Zitronensaure Merck
NH4H-PO,4 (monobasisch) Sigma

Heptansulfonat

Fluka chemika

Methanol gradient grade

Merck

Acetonitril

Merck

Extraktionsmittel

RNA pure von peqglLab

Chloroform Merck
Isopropanol (100%) Merck
Ethanol (70%) Merck
MgClz Pan
dNTPs Eppendorf
Random Hexamers (Primer) Promega
AMV Reverse Transkriptase PeqglLab
RNase-Inhibitor Eppendorf
Tag-Polymerase Pan

10



Agarose NEEO Ultra Qualitat Roth

Ethidiumbromid Roth
Gelladepuffer PeqglLab
Magnesiumchlorid Merck

Primer sense flr Erythropoetin, Cyclophilin, |Interactive Ulm
SAHH, 18S rRNA und VEGF-A

Primer antisense flr Erythropoetin, Interactiva Ulm
Cyclophilin, SAHH, 18S rRNA und VEGF-A
Protein Assay Farbstoff-Konzentrat Bio-Rad

(Phosphorsaure, Methanol)

Albumin bovine, Fraction 5 (pH 7,0) SERVA
Xanthinoxidase Roche
Adenosindesaminase Roche
Nucleosidphosphatase Sigma
S-Adenosylhomocystein Sigma

2.1 Versuchsobijekt

Bei allen durchgeflihrten Experimenten diente die humane
Hepatomzelllinie HepG2 (69;70) als Versuchsobjekt. Die Zellen haben
histologische und biochemische Charakteristika von gut differenzierten
Leberparenchymzellen (69;70). AuBerdem besitzen sie viele biosynthetische
Fahigkeiten von normalen Hepatozyten und sezernieren 17 der wichtigsten
Plasmaproteine ins Zellkultur-Medium. Diese Zelllinie ist frei von Genen des
Hepatitis B-Virus und exprimiert folgende Proteine: a-Fetoprotein, Aloumin, a2-
Makroglobulin, ai-Antitrypsin, Transferrin, a1-Antichymotrypsin, Haptoglobin,
Caeruloplasmin, Plasminogen, Complement C3, C4, C3-Aktivator, Fibrinogen,
saures al-Glycoprotein, a2-HS-Glycoprotein, Lipoprotein, Retinol-bindendes
Protein und Erythropoetin (Epo). Die Epo-mRNA scheint &hnlich groB zu sein
wie die normaler fetaler Menschenleber (71). Die Regulation der Epo-
Expression auf mRNA-Ebene stimmt mit in vivo-Experimenten Uberein (72;73).

Trotz der groBen Ahnlichkeit mit Hepatozyten muss man vorsichtig sein, wenn
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man Vergleiche ziehen will zwischen der Genexpression einer Tumorzelle und
einer normalen Hepatozyte (74).

Die Bildung von Epo in Hep3B- und HepG2-Zellen steigt mit wachstender
Zelldichte an. Experimente von Goldberg et al. (1987) haben jedoch ergeben,
dass HepG2-Zellen in sehr hohen Zelldichten von iber 3,3*10° Zellen weniger
Epo exprimieren, wenn sie Hypoxie ausgesetzt werden, als unter normoxischen
Bedingungen, obwohl bei geringeren Zelldichten Hypoxie als Stimulus fir die
Epo-Synthese fungiert (74). Deshalb wurden bei unseren Experimenten die
Zellen in geringerer Zelldichte von zwischen 5 und 10*10%Zellen/ cm? ausgesat.

Die Zellen wachsen adhaerent und epithel-dhnlich als Monolayer-Kultur.

Der Vorteil der Zelllinie fir die beschriebenen Experimente liegt in der
durch Hypoxie induzierbaren Epo-Expression (74). Die Zellen wurden von der
Deutschen Sammlung far Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig)
bezogen.

2.2 Kultivierung von HepG2-Zellen

Die Zellen wurden in RPMI 1640-Medium (Gibco) mit 10% NKS,100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert, welches alle 2-3 Tage
gewechselt wurde. Die Umgebungsluft im Brutschrank hatte eine Temperatur
von 37°C und beinhaltete zuséatzlich 5% Kohlenstoffdioxid, 21% Sauerstoff und
95% Luftfeuchtigkeit.

Spatestens wenn die Zellen in ihrer Zellkulturschale konfluent
gewachsen waren, wurden sie unter Verdinnung 1:4 in ein neues Kulturgefaf
Uberfiihrt (passagiert”). Die ausgesate Zelldichte entsprach 5,5- 9,5*10* Zellen/
cm? fir Kulturschalen mit einem Durchmesser von 5 bis 15 cm. Die Zellen
wurden nur bis zur 20. Passage verwendet, weil HepG2-Zellen nach einer
Vielzahl von Passagen ihre Fahigkeit zur effizienten Epo-Expression verlieren
(75;76).
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2.2.1 Passagieren der Zellen mit Trypsin/ EDTA

Da es sich bei HepG2-Zellen um eine sehr adhaerente Zelllinie handelt,
wird zum Lésen der Zellen vom Boden der Kulturschalen Trypsin/ EDTA
verwendet. Um die im verwendeten NKS enthaltenen Trypsininhibitoren zu
entfernen, wurde der Zellrasen der Monolayerkultur nach Absaugen des
Mediums zunachst mit PBS gespdlt. Nach der Zugabe von Trypsin/ EDTA in
einem Verhéltnis von 0,05%/ 0,02% in PBS und gleichmaBiger Verteilung auf
dem Zellrasen, wurden die Zellen 6 min im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden die Zellen durch einfaches Schlagen an die Seite der Kulturflasche vom
Boden gelbst, und das Trypsin durch Zugabe von serumhaltigem Medium
inaktiviert. Nun wurden die Zellen mit Hilfe einer Pipette der Zellkulturflasche
entnommen und durch eine Kanlle resuspendiert, um noch aneinander
haftende Zellen voneinander zu trennen. Die Zellzahl wurde mittels
Zahlkammer nach Neubauer bestimmt, und die Zellen wurden in gewinschter
Dichte ausgesat (5,5- 9,5*10* Zellen/ cm?) (siehe oben). Spatestens 2 Tage
nach dem Passagieren der Zellen werde das Medium der Zellen gewechselt.

2.2.2 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zellen

Zur Kryokonservierung wurden konfluent wachsende Zellen abtrypsiniert.
Nach Zugabe von 10 ml Einfriermedium A aus RPMI mit 40% NKS wurden die
vom Boden der Zellkulturflasche abgelésten Zellen in ein Zentrifugenréhrchen
dberfihrt und 10 Minuten bei 200*g zentrifugiert. Wahrenddessen wurden
Kryoréhrchen zum Einfrieren bereitgestellt, die mit 0,5 ml Einfriermedium B aus
RPMI mit 20% DMSO gefillt auf Eis gelagert wurden, um die schadigende
Wirkung des DMSO auf die Zellen einzugrenzen. Der Uberstand in den
Zentrifugenréhrchen wurde bis auf 0,5 ml abgesaugt, der Rest mit einer Pipette
resuspendiert und in die vorbereiteten Kryoréhrchen Uberfihrt. Diese wurden in
einem geschlossenen Styroporbehélter bei —80°C, einige Tage spater in
flissigem Stickstoff bei etwa —196°C eingefroren und auf unbestimmte Zeit

gelagert.
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Zum Revitalisieren der Zellen wurde erst ein Auftaumedium aus RPMI
mit 20% NKS und Penicillin/ Streptomycin hergestellt. Die Zellsuspension in den
Kryoréhrchen wurde bei 37°C aufgetaut und in Zentrifugenréhrchen mit 8 ml
Auftaumedium Uberfihrt und resuspendiert. Nach zehnminitigem Zentrifugieren
bei 200*g, wurde der Uberstand bis auf 1 ml abgesaugt und die Zellsuspension
wiederum mit 10 ml Auftaumedium verdinnt, resuspendiert und nun in

Zellkulturflaschen ausgesat.

2.2.3 Inkubation der Zellen mit dem SAH-Hydrolase-Hemmstoff Adenosin-
2°,3’-Dialdehyd

NH,

N/\N>
\
N T

HO-CH,—CH—O—CH

H—ﬁ ﬁ—H
O O

Abbildung 3: Strukturformel von Ado-2°,3"-Dial

Zur Bestimmung der konzentrationsabhangigen Veranderung des MPs
wurden die Zellen 24 Stunden mit dem SAH-Hydrolase-Hemmstoff Adenosin-
2°,3"-Dialdehyd (Ado-2°,3"-Dial) in Konzentrationen von 1 bis 300 uM inkubiert.
Dazu wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gewaschen.
Der Hemmstoff wurde mit RPMI und Penicillin/ Streptomycin ohne NKS jeweils
in dem Verhéltnis gemischt, so dass sich daraus die gewlnschten
Konzentrationen ergaben, und so auf die gewaschenen Zellrasen verteilt. Als
Kontrolle wurden die Zellen lediglich in RPMI mit Antibiotika inkubiert.
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Zur Bestimmung der zeitabhangigen Beeinflussung des MPs wurde
gleichermaBen vorgegangen, wobei auf alle Zellen 24 h vor ihrem Abernten
RPMI mit Penicillin/ Streptomycin ohne NKS aufgetragen und erst zu den
Zeitpunkten 2, 4, 12 und 24 h vor dem Abernten der Zellen 30 uM Ado-2°,3"-
Dial hinzugeftigt wurde. Die Kontrollzellen wurden dabei einfach belassen.

Die Inkubation mit Hemmstoff in serumfreiem Medium hat den Vorteil,
dass so fur die Experimente klar definierte Bedingungen geschaffen werden. Im
NKS eventuell enthaltenen Komponenten kénnten das Versuchsergebnis
beeintrachtigen.

2.3 Bestimmung der Uberlebensrate von HepG2-Zellen unter dem Einfluss

von Adenosin-2°',3 -Dialdehyd

Um eine Aussage treffen zu kdnnen, ab welcher Dosis der SAH-
Hydrolase-Hemmstoff Ado-2°,3°-Dial toxisch auf HepG2-Zellen wirkt, wurde
mithilfe des Zellzahlgerates ,CASY Modell TT* aus der ,CASY-Technology“ von
~Scharfe System” sowohl die Anzahl der lebenden als auch die der toten Zellen
in den mit unterschiedlichen Ado-2°,3"-Dial-Konzentrationen behandelten
Zellkulturen bestimmt. Hierzu wurden 100 pl der mit Zellmedium auf 15 ml
aufgefillten Zellen aus einer Kulturschale mit 100 ml CASYton, einer speziell
fur die Zellzahlung entwickelten isotonen Elektrolytlésung suspendiert und mit
konstanter Strémungsgeschwindigkeit durch eine Messpore definierter
Geometrie gesaugt. Wahrend der Messung wird Uber zwei Platinelektroden ein
mit 1 MHz getaktetes Niederspannungsfeld an die Kapillarstrecke angelegt. Die
elektrolytgeflllite Messpore stellt einen definierten elektrischen Widerstand dar.
Beim Durchtritt durch die Messpore verdrédngen die Zellen eine ihrem Volumen
entsprechende Menge der Elektrolytldésung. Da intakte Zellen in erster
Naherung als Isolator betrachtet werden kbénnen, kommt es zu einer
Widerstandserhéhung Uber die Kapillarstrecke. Diese Widerstandsanderung ist
MaB far das Volumen der Zellen. Tote Zellen, bei denen die Zellmembran keine
elektrische Barriere mehr darstellt, werden hingegen mit der GréBe ihres
Zellkerns erfasst, wodurch sie leicht von den vitalen Zellen zu unterscheiden
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sind (Gebrauchsanweisung far CASY Model TT). So kénnen gleichzeitig
Zelltrimmer, tote Zellen und vitale Zellen quantifiziert werden.

Hierzu muss zunachst jedoch der Messbereich flr die zu messende
Zelllinie  festgelegt werden, weil jede Zelllinie charakteristische
GréBenverteilungen aufweist. Daflr misst man eine Mischung aus vitalen und
toten Zellen der Zelllinie (zur Herstellung die toten Zellen wurden zuvor 100 pl
Zellen mit 400 pl Ethanol fir 15 min inkubiert) und legt dann den linken
(gestrichelten) Normierungscursor an die tiefsten Stelle der GrdBenverteilung
zwischen toten Zellen und Zelldrebris, sowie den linke (durchgezogenen)
Auswertecursor an die tiefste Stelle zwischen toten und vitalen Zellen. Bei Hep-
G2-Zellen liegt der linke Normierungscursor bei 6 um, der linke Auswertecursor
bei 10,25 um (Abb.4).

Counts
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301 40] 50

Diameter (um)

Abbildung 4: GréBenverteilung der HepG2-Zelllinie.

Messung der GréBenverteilung einer Mischung aus vitalen und toten HepG2-Zellen. Links
vom gestrichelt dargestellten Normierungscursor ist der Zelldebris-Peak zu erkennen.
Zwischen dem linken Normierungscursor und dem durchgezogen dargestellten
Auswertecursor befindet sich der Peak der toten Zellen. Rechts von diesem beginnt der

Peak der vitalen Zellen.
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Voraussetzung fur die Messung ist, dass die Zellen die Messpore einzeln
passieren. Um dies zu gewahrleisten wurden die Zellen vor der Messung durch
eine feine Kanliile suspendiert. Die Uberlebensrate entspricht dem Anteil
lebender Zellen an der Gesamtzellzahl.

2.4 Bestimmung von SAM, SAH und Adenosin mittels HPLC

Zur Bestimmung von SAM, SAH und Adenosin wurden die Zellen
abtrypsiniert und in 15 ml Medium resuspendiert. Ein 100 pl Aliquot dieser
Zellsuspension wurde fur die Zellzahlbestimmung entnommen. Durch
Zentrifugation bei 200*g far 10 min wurden die Zellen sedimentiert und das
Pellet noch einmal mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1,2ml 0,6 M
Perchlorsdure wurden die Zellen durch Ultraschall aufgebrochen. Das
ausgefallene Protein sowie Zellmaterial wurden durch 10 min Zentrifugation bei
20000*g pelletiert. 1 ml des Uberstandes wurde mit 10 pl Methyladenosin als
internen Standard versetzt und mit 2 M K.COs/ 1 M KH,PO,4 auf pH 5,5-6,0
titriert. Zur Kalibrierung wurde ein Standard aus SAH, SAM, Adenosin und
Methyladenosin in Perchlorsdure hergestellt. Dazu wurde von allen Substanzen
eine 1 mM Ldésung in 20 mM Tris/HCI (pH 7,0) hergestellt und in 0,6 M
Perchlorsaure 1:1000 verdinnt.

Tabelle 2: Einwaage der Substanzen zur Herstellung des Standards fiir die HPLC

Substanz Einwaage/ 10 ml Konzentration
SAM (-20°C, Sigma) 0,0043 g 1 mM

nur 70% rein, daher +30% |0,0056 g

SAH 0,0038 g 1mM
Adenosin 0,0027 g 1 mM
Methyladenosin 0,0028 g 1 mM

Dieser Standard wurde ebenfalls mit Kaliumcarbonat und
Kaliumphosphat auf pH 5,5- 6,0 titriert.
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Nach der Titration wurde der Zellextrakt und der Standard durch erneute
Zentrifugation vom ausgefallenen Perchlorat getrennt.
Schritt Zellextrakt

Festphasenextraktion tber Phenylboronatsdulen (BondElut, ICT) aufgereinigt

Im darauf folgenden wurde der mittels

und konzentriert: Die Saulen wurden mit Salzsaure (0,1 M) gespdilt, mit
M) solvatiert und mit Tris-HCI/ MeOH (0,02 M)

vorequilibriert, bevor man nun je 1 ml Zellextrakt Gber die Saule laufen lieB3. Bei

Ameisensaure (0,1

diesem Vorgang banden Metabolite mit cis-standigen OH-Gruppen an die
Oberflache der Phenylboronatsdulen. Nach einem Waschgang mit Citratpuffer
(10 mM, pH 8) wurden die Metabolite wieder mittels 500 pl Salzsdure (0,1 M)
aus den Saulen eluiert. Diese Proben wurden nun mittels HPLC aufgetrennt
und analysiert. Die HPLC-Analyse wurde wie bei Delabar et al. (1999)
beschrieben durchgefihrt (77).

Tabelle 3: Zusammensetzung der Laufmittel fiir die HPLC-Analyse

Lésung Komponenten Menge Konzentration
Laufmittel A NH4H2PO4 1,15 ¢/ 10 mM
(LMA) Heptansulfonat 0,132 ¢/ | 0,6 mM

Methanol gradient 30 ml/ | 3%
grade
Laufmittel B NH4H2PO4 0,575/ 500 mi 10 uM
(LMB) Heptansulfonat 0,066 g/ 500 mi 0,6 mM
Methanol gradient 15 ml/ 500 ml 3%
grade
Acetonitril 50 ml/ 500 ml 10%

Gemessen wurden die Metabolite Adenosin, S-Adenosylhomocystein, S-

Adenosylmethionin und der interne Standard Methyladenosin. Mit Hilfe der so

gewonnenen Werte von SAM und SAH wurde dann das Methylierungspotential
(MP = SAM / SAH) errechnet.

18




Tabelle 4: Zusammensetzung von fiir die HPLC verwendeten Lésungen

Lésungen Komponenten Mengen pro Konzentration
Liter
PBS pH 7,2 (Gibco) KH2PO,4 0,21 ¢ 1,54 mM
pH mit NaOH NaCl 9,00 g 154 mM
eingestellt NaHPO4*H.0O 0,48 g 2,7 mM
Perchlorséaure Perchlorsaure 70 |26 ml 0,6 M
% 468 ml
Bidest
Kaliumcarbonat pH |K,COg3 2M
9,5 KH.PO4 1M

2.5 Quantitative Expressionsanalyse mittels Light-Cycler-PCR

2.5.1 RNA-Isolation (Methode nach Chomczynski und Sacchi, 1987)

Zur RNA-Isolation wurden nicht konfluent gewachsene Zellen verwendet.
Die Zellen wurden mit je 1 ml RNA pure (peglLab) lysiert und die gesamte
Suspension in 2-ml-Eppis Uberfihrt, dort noch einmal resuspendiert, gevortext
und mindestens zehn Minuten, jedoch nicht langer als eine Stunde, bei RT
inkubiert. Nach Zugabe von je 200 pul Chloroform wurden die Proben wiederum
gevortext und nun finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch 15 min
Zentrifugation bei 20 000 x g bilden sich drei Phasen, von denen die obere
wassrige Phase die RNA enthielt. Diese Phase wurde abgehoben und in neue
1,5-ml-Eppis Gberfihrt. Durch Zugabe von einem Vol 100%igem Isopropanol,
15 min Inkubation und anschlieBend 15 min Zentrifugation bei 20 000 *g wurde
die RNA gefallt, der fliissige Uberstand verworfen und das verbliebene RNA-
Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Zuletzt lieB man das Pellet an
der Luft trocknen und I6ste es mit 60 ul RNAse-freiem Wasser.

Zum Schutz vor der Einwirkung von eventueller Verunreinigung durch
RNAsen wurden die RNA-Proben grundsatzlich bei —80°C gelagert und fir die
Versuche immer nur mdglichst kurz auf Eis aufgetaut.
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2.5.2 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration wurde bei 260 nm photometrisch bestimmt. Bei
dieser Wellenldnge entspricht ein Extinktionswert von 1,0 einer Konzentration
von 40 ug RNA/ ml (49).

Die Qualitait der RNA wurde anschlieBend mit Hilfe der DNA-
Gelelektrophorese tberprift. Dazu wurden 3 pg RNA mit Loading-Dye versetzt
und in einem 1,6%-Agarose-1*TAE-Gel in 1*TAE-Puffer elektrophoretisch
aufgetrennt. Nun wurde das Gel unter Einstrahlung von UV-Licht fotografiert
(Abb.5).

Zur weiteren Bearbeitung wurden alle RNA-Proben mit DMPC-Wasser
auf eine einheitliche Konzentration (200 oder 300 ng/ul) verdinnt.

nEERagIEREEs
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Abbildung 5: Gelelektrophorese zur Uberpriifung der RNA-Qualitat.

3 ug RNA wurden mit Loading-Dye versetzt und in einem 1,6%-Agarose-1*TAE-Gel in
1*TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Nun wurde das Gel unter Einstrahlung von
UV-Licht fotografiert.
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2.5.3 Reverse Transkription

Far die Umschreibung der RNA in cDNA wurde pro RNA-Probe ein Mix
aus 11 pl DMPC-Wasser, 2 pl 10xPCR-Puffer, 2 pl MgClz (50 mM), 2ul dNTPs
(10 mM), 1 ul RNase-Inhibitor, 0,5 pl Random-Primer, 0,5 ul Reverse
Transkriptase und 1 pl der 300 ng/pl-konzentrierten RNA-L&sung hergestellt
und nach 10 min Inkubation bei RT die Reverse Transkription bei 42°C flr eine
Stunde durchgefihrt und zum Schluss durch 5 min Erhitzen auf 95°C
abgestoppt.

Die so gewonnenen cDNA-Proben wurden bei —20°C gelagert.

2.5.4 Quantitative Expressionsanalyse mittels Lightcycler-PCR

2.5.4.1 Theoretischer Hintergrund zur real time PCR

Die real time PCR ist eine sehr sensitive Methode, welche den Nachweis
von geringen mMRNA-Mengen sowie kleiner Veranderungen in der
Genexpression erméglicht. Es gibt zwei Méglichkeiten, die Genexpression
mittels RT-PCR zu quantifizieren: 1.) Eine relative Quantifizierung, bei der das
gewlnschte Gen mit einem Referenz-Gen verglichen wird, und 2.) eine
absolute Quantifizierung angelehnt an eine interne oder eine externe
Kalibrierungskurve. Bei der relativen Quantifizierung wird ein nicht reguliertes
Gen, ein ,Housekeeping® Gen (Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase,
Albumin, Actin, Tubulin, Cyclophilin, 18S rRNA, 28S rRNA), als Referenzgen
gewonnen (78). ,Housekeeping“ Gene werden in allen kernhaltigen Zellen
exprimiert, weil sie fir das Uberleben einer Zelle unerlasslich sind. Die mRNA-
Synthese dieser Gene soll selbst unter experimentellen Bedingungen konstant
und in unterschiedlichen Zellenarten ahnlich hoch sein (79-81). Jedoch ist
Vorsicht geboten, bei der Annahme, dass ,Housekeeping“ Gene unter keinen
experimentellen Bedingungen quantitativen Veranderungen unterworfen sind.
Manche Autoren gehen davon aus, dass man flir jedes experimentelle
Vorhaben einen internen Standard sorgfaltig auswahlen muss (81). In den hier
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durchgefihrten Versuchen wurde das ,Housekeeping® Gen 18S rRNA als
internen Standard zur relativen Quantifizierung verwendet.

Folgende Primer mit den fiir die Gene bekannten cDNA-Sequenzen
wurden ausgewahlt und von der Firma Interactiva in Ulm synthetisiert. Das
Produkt wurde in allen Féllen fir die Sequenzierung aufgereinigt und anhand
der klassischen PCR durch MWG-Biotechnology sequenziert.

Tabelle 5: Primersequenzen und FragmentgréBe der mittels real-time-PCR untersuchten Gene

Gen Primersequenz (F: forward; R: FragmentgroBe
reverse) bp

Erythropoetin |F: GCC AGA GGA ACT GTC CAG AG |206
R: ATG GTA GGT GCG AAA ACA GG

Cyclophilin F: GGG GAG AAAGGATTT GGC TA |256
R: ACATGC TTG CCA TCC AGC C

SAH-Hydrolase |F: GGT ATC GGT TGA AGA ATG G 159
R: GGT ACT TGT CTG GAT GGG TC

VEGF-A F: GCA GAATCA TCA CGA AGT GG (212
R: GCATGG TGA TGT TGG ACT CC
18S rRNA F: CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA 187

R: GCT GGA ATT ACC GCG GCT

2.5.4.2 Durchflihrung der Expressionsanalyse mittels real time PCR

Aus je 12,6 pl DMPC-Wasser, 2,4 ul 25 mM MgCl,, jeweils 0,5 pl Primer
sense und antisense (20 uM) flr das jeweilige Gen und 2 ul Fast Start DNA
Master SYBR Green | (Roche Diagnostics) pro Probe wurde ein Mastermix
hergestellt, der dann mit 2 pl der cDNA-Proben in feine Glaskapillaren eingeflllt
wurde. Durch einminitige Zentrifugation wurde das Flissigkeitsgemisch in den
unteren Abschnitt der Kapillaren beférdert. Das Light-Cycler-Programm lief
folgendermaBen ab: Nach initialer Denaturierung fiir 10 min bei 95°C folgte die

Amplifizierung und Quantifizierung der Gene: zunachst wurde die cDNA fur 10
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sec bei 95°C denaturiert, dann wurde mittels ,touch down-PCR" bei 68°C bis
58°C in 0,5°C-Schritten pro Durchgang fir 10 sec das ,,Annealing“ durchgeflhrt.

Fluorescence (F1)
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Abbildung 6: Relative Quantifizierung und Bestimmung der Effizienz.

A: Real-time-PCR SYBR® Green | Fluoreszenz einer seriell verdiinnten Probe

aufgetragen gegen die Zyklenzahl am Beispiel der SAH-Hydrolase. Der Ct-Wert ist der

Zyklus, in dem die Fluoreszenz die parallel zur x-Achse verlaufende Gerade schneidet.

B: Auftragung der Ct-Werte der Verdiinnungen gegen die relative Konzentration der

Probe, zur Berechnung nach der Formel Effizienz =

1 0(- 1/Steigung)
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Danach wurde der Synthese-Schritt fir 16 sec bei 72°C mit einer
Fluoreszenz- Messung vollzogen. Die Amplifizierung und Quantifizierung wurde
45-mal wiederholt. AnschlieBend erfolgte eine Schmelzkurve, wobei die cDNA
unter kontinuierlicher Fluoreszenz-Messung von 65°C auf 95°C in 0,1°C/sec-
Schritten erhitzt wurde. Danach wurden die Proben auf 37°C abgekuhlt.

Die ,Fit point method” wurde nach der Light Cycler-Software 3.5.3

(Roche) ausgefiihrt.

2.5.4.3 Berechnung des relativen Expressionsquotienten eines gefragten

Genes

Far die relative Quantifizierung wurde eine mathematische Formel nach
Pfaffl (2001) verwendet, die das gefragte Gen mit dem Referenz-Gen in
Beziehung setzt (78). Der relative Expressionsquotient des gefragten Gens
wurde aus der Amplifikationseffizienz und der Abweichung des Ct-Wertes einer
unbekannten Probe von dem der Kontrolle ermittelt. Der Ct-Wert ist der
Kreuzungspunkt, an dem die Fluoreszenz eines markierten, amplifizierten Gens
nach einer zu bestimmenden Anzahl von Amplifikationsdurchgédngen einen
festgelegten, in der exponentiellen Phase liegenden Schwellenwert Ubersteigt.

Die Effizienz in einem Amplifikationsdurchgang wurde mittels der
Steigung in der exponentiellen Phase der Eichkurve nach der Formel

Effizienz = 10"/Steigung)

ermittelt. Dazu wurde fiir jedes Gen eine Verdinnungsreihe mit den
Konzentrationen 1/100, 1/10 und 1 angefertigt, anhand der die
Regressionsgerade festgelegt wurde. Zur Berechnung der Steigung wurden die
Ct-Werte gegen die relative cDNA-Menge aufgetragen.

ACtz; (Kontrolle —Probe) /E ACt Referen, (Kontrolle —Probe)
Referenz

Induktionsfaktor = E
Das entspricht bei ,Housekeeping“ Genen der Formel

ACt 4, (Kontrolle —Probe)

Induktionsfaktor = E, ;
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weil die Voraussetzung fiir ,Housekeeping” Gene die Ubereinstimmung der Ct-
Werte von jeder unter experimentellen Bedingungen entstandenen Probe und
der Kontrolle ist und folglich ACt = 0 ist. Die so errechneten relativen cDNA-
Mengen wurden nun so genormt, dass sich fir einen der Kontrollwerte ein

Induktionsfaktor von 1 ergab.

Tabelle 6: Effizienz der untersuchten Gene

Gen far: Effizienz:

18S rRNA 1,85 £ 0,05
Erythropoetin 2,01 +£0,08
VEGF-A 2,01 £0,08
Cyclophilin 2,08 £ 0,09
SAH-Hydrolase 1,82 +0,10

2.6 Quantitative Erythropoetin-Bestimmung

Um das Epo-Protein zu bestimmen, welches die Zellen in das
Kulturmedium abgeben, wurde von jeder Zellkultur 25 ul Medium entnommen,
das bis zum Test bei —20°C gelagert und ohne Verdiinnung verwendet wurde.
Die abgegebene Epo-Menge wurde mittels eines monoklonalen
Enzymimmunoassays (medac, Diagnostika) bestimmt.

2.7 Photometrische Bestimmung der SAH-Hydrolase-Enzymaktivitat

2.7.1 Aufbereitung der HepG2-Zellen

Fir die Bestimmung der SAH-Hydrolase-Aktivitat wurden die Zellen mit
Trypsin abgeerntet, abzentrifugiert (200*g, 10 min) und mit PBS gewaschen.
Dann wurden sie in 200 pl Tris (20 mM, pH 7,2) resuspendiert und mit
Ultraschall aufgebrochen. Danach wurde diese Zellsuspension in zwei Schritten
zentrifugiert (10 min bei 200*g, dann 20 min bei 50000*g), um den
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proteinhaltigen Uberstand vom festen Zellmaterial zu trennen. Die so
gewonnenen Proben wurden bis zum Versuch bei —20°C gelagert.

2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Bio-Rad
Protein Assay nach Bradford (82). Dazu wurden zunachst die proteinhaltigen
Proben im Verhaltnis 1:200 mit Aqua bidest verdinnt. Zu 100 ul Proteinlésung
wurden 900 pl Protein Assay Farbstoff-Konzentrat von Bio-Rad gegeben, das
zuvor mit Aqua bidest im Verhaltnis 1:5 verdinnt wurde. AuBerdem wurde zur
Kalibrierung stets eine Konzentrationsreihe aus BSA (Rinderalbumin)
hergestellt. Mittels der gemessenen Konzentration konnte nun die jeweilige
Menge Protein in dem fir den Versuch verwendeten Volumen von 15 pl

errechnet werden, die zur Berechnung der Enzymaktivitat bendtigt wurde.

2.7.3 Messung der SAH-Hydrolase-Aktivitat

Die Aktivitat der SAH-Hydrolase wurde in Richtung der Hydrolyse
bestimmt. Dabei wurde die gebildete Harnsaure bei 292 nm detektiert. Fir die
Aktivitditsmessung wurde zun&chst ein ,Nachweis-Kit* hergestellt, der bis auf
die SAH-Hydrolase alle nétigen Enzyme fir den Reaktionsweg von S-
Adenosylhomocystein  zu  Harnsaure  (Abb.4) enthielt: 1,2 U/ml
Adenosindesaminase, 0,06 U/ml Nucleosidphosphorylase und 0,1 U/ml
Xanthinoxidase in 50 mM KPP. AuBerdem wurde eine 1 mM S-
Adenosylhomocystein-Lésung in 50 mM KPP hergestellt. Nach einem
Kontrolllauf mit Aqua bidest und einem mit aufgereinigter SAH-Hydrolase von
Rind wurden die Proben folgendermaBen gemessen: 15 pl Zellhomogenat mit
einem Proteingehalt von etwa 10-20 pg und 460 pl Nachweis-Kit wurden
gemischt und in eine Kulvette ins Photometer gestellt. Das gleiche
Mischungsverhélinis wurde als Vergleichswert in eine zweiten Kivette ins
Photometer gestellt. Nach der Kalibrierung wurde die Reaktion durch Zugabe
von 25 ul der 1 mM SAH-Lésung in die Proteinklvette gestartet. Die Messung
der Extinktionsdnderung erfolgte bei 292 nm sechs Minuten lang.
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Reaktionsweg:
SAH

l SAH-Hydrolase

Adenosin + Homocystein

l Adenosindesaminase

Inosin

l Nucleosid-Phosphorylase

Hypoxanthin

l Xanthin-Oxidase

Harnsaure

Abbildung 7: Reaktionsweg des SAH-Abbaus zur Bestimmung der SAH-Hydrolase-
Aktivitat

Mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes wurde dann aus der

Extinktions&nderung die Konzentration der entstandenen Harns&ure ermittelt:
AE=¢e*c*d
e: Extinkionskoeffizient; enamsaure =12,6*cm?/umol

c: Konzentration, in diesem Fall der Harnsaure

d: Schichtdicke, in diesem Fall 1 cm
& AE=12,6 cm? /umol*1 cm*CHarnsiure

& CHarnsaure=AE/12,6 umol/cm3

Mit Hilfe der so ermittelten Konzentration der Harnsaure und der zuvor
gemessenen Proteinkonzentration in der jeweiligen Probe konnte mit folgender

Formel die Aktivitat der SAH-Hydrolase errechnet werden:

Aktivitat (U) = Konzentrations&dnderung/ Proteinmenge (umol/ min*mg)
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2.8 Bestimmung der Adeninnukleotide im sauren Uberstand mittels HPLC

Die intrazellularen Konzentrationen der Adeninnukleotide AMP
(Adenosinmonophosphat), ADP (Adenosindiphosphat) und ATP
(Adenosintriphosphat) wurden aus dem perchlorsauren
Zellsuspensionslberstand bestimmt. Nach dem Aufbrechen der Zellen durch
Ultraschall wurde der saure Uberstand abgehoben und bei —80°C gelagert. Zur
Messung wurden je 200 pl dieses Uberstandes mit 110 pl KoCOs/ KH2PO,
versehen, gevortext und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Danach wurden
die Proben 5 min bei 20000 * g abzentrifugiert und der Uberstand mittels HPLC
gemessen.

Zur Messung wurde stets ein interner Standard hergestellt, in dem jede
Substanz in 1 mM in 6,6 mM KH,PO, gelést wurde. Die jeweiligen Mengen zu

Herstellen von 1 mM L&sungen sind in Tab. 7 angegeben.

Tabelle 7: Einwaage der Substanzen zur Herstellung des Standards flir die

Adeninnukleotidbestimmung mittels HPLC

Substanz Einwaage/ 10 ml Konzentration
AMP (4°C) 5 mg 1 mM
ADP (20°C) 5 mg 1 mM
ATP (4°C) 6 mg 1 mM

Die Standards wurden mit 0,6 N Perchlorsdure auf eine Konzentration
von 25 uM verdinnt und ebenfalls mit 110 pl KoCOs/KH2POy4 titriert, gevortext
und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden sie 5 min bei
20000 * g abzentrifugiert und der Uberstand gemessen.

Die Analyse der Adeninnukleotide erfolgte mittels HPLC. Dafir wurde
eine Grom-Sil 120 ODS-3 CP-Saule (5 um, 125 * 4 mm i.d.; Sykam, Minchen,
Germany) und ein UV-Detektor (UVIS 200; Sykam) verwendet. Detektiert
wurden die Adeninnukleotide bei einer Wellenlange von 254 nm. Die Saule
wurde bei 30°C mit einer Durchflussrate von 1 ml/ min und einem niedrigen

Druckgradienten durchgespdlt.
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Die Messung wurde wie bei Hambrock et al. (1999) beschrieben
durchgefihrt (83).

Tabelle 8: Zusammensetzung der Laufmittel fiir die Adeninnukleotidbestimmung mittels HPLC

Lésung Komponenten Menge Konzentration

Laufmittel A| 66 mM KH2PO4 800 ml 52 mM

(LMA) 66 mM K2HPO4 220 ml 14 mM
Acetonitril 3 ml 0,3 %
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat| 1,698 g
(Sigma)

Laufmittel B | LMA 300 ml

(LMB) Acetonitril 200 ml 40 %

Die Energieladung der Zelle (energy charge, EC) konnte nun

entsprechend der Definition nach Atkinson und Walton (84) berechnet werden:
(ATP + = ADP) : (AMP + ADP + ATP)

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert £ SEM angegeben.

2.9 Statistik

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Computerprogramm Instat. Dabei
wurden die Abweichungen in den Dateisatzen mittels statistischer Tests (t-Test
fir unverbundene Stichproben) auf ihre Signifikanz hin Gberprift (* => p < 0,05;
**=>p<0,01; ™ =>p<0,001). Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM

angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung der SAM- und SAH-Konzentrationen

3.1.1 Veranderung des Methylierungspotentials in Abhangigkeit von der
Adenosin-2°,3 -Dialdehyd-Konzentration

Tabelle 9: SAM, SAH, Adenosin und MP angegeben als Mittelwert + SEM aus 5 —10 Versuchen
in Abhéngigkeit von der Adenosin-2°,3 -Konzentration: Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum
von 24 h mit dem Hemmstoff in der angegebenen Konzentration inkubiert, abtrypsiniert und wie
in ,Material und Methoden* beschrieben durch Ultraschall aufgebrochen und behandelt. Die
HPLC-Analyse wurde wie bei Delabar et al. (1999) beschrieben durchgefihrt. (* => p < 0,05;
*=>p<0,01; " =>p<0,001)

Ado-2°,3’-Dial- |SAM SAH Adenosin SAM/SAH
Konzentration |nmol/10"Zellen |nmol/107Zellen | nmol/10’Zellen

Kontrolle 1,8 0,2 0,04 £ 0,003 0,05 £ 0,01 576 7,4
1puM 2,6 £0,6 04+0,1* 0,07 £ 0,02 7,713
3 uM 34+05" 1,2+0,3 *** 0,06 + 0,02 3+0,3**
10 pM 3+0,2* 1,7+£0,2** 0,11 £0,07 1,8+0,2
30 uM 356+04" 2,8+0,3** 0,05 £ 0,02 1,2+£0,02 ***
100 pM 3,111 1,7+£0,2** 0,2+0,08 1,8+0,3 ***
300 M 44 +12* 0,8 +0,05** (0,12 +0,06 5,9+0,6 ***

Unter Kontrollbedingungen betragt die SAM-Konzentration 1,8 = 0,2
nmol/ 107 Zellen, die von SAH hingegen nur 0,04 + 0,003. Daraus ergibt sich ein
MP von Uber 57,6 + 7,4. Schon ab einer Ado-2",3"-Dial-Konzentration von 1 pM
steigt die SAH-Konzentration signifikant auf das zehnfache des unter
Kontrollbedingungen typischen Wertes an. Die SAM-Konzentration wird
dadurch nicht verandert. Daher sinkt das MP schon bei 1 uM Ado-2°,3"-Dial auf
7,7 ab. Bis zu einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 30 uM steigt die SAH-
Konzentration auf 2,8 nmol/ 10 Zellen. Die SAM-Werte liegen zwischen 3 bis
3,5 nmol/ 107 Zellen und sind signifikant erhdht gegeniiber der Kontrolle.
Dementsprechend féllt auch das MP auf 1,2 + 0,02.

30




Ab einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 100 uM féllt die SAH-
Konzentration wieder auf 1,7 £ 0,2 nmol und bei 300 uM sogar auf 0,8 nmol,
SAM bleibt zun&chst etwa konstant mit 3,1 £ 1,1 nmol bei 100 uM Ado-2°3"-Dial
und steigt dann bei 300 uM Ado-2°3"-Dial an auf 4,4 + 1,2 nmol/ 107 Zellen.
Sowohl SAH als auch SAM sind nach wie vor signifikant erhéht gegeniber den
Kontrollen. Das MP betragt unter diesen Bedingungen 1,8 £ 0,3 bei 100 uM,
bzw. 5,9 + 0,6 bei 300 uM.

Die intrazellulare Adenosinkonzentration zeigt bei Behandlung mit Ado-

2°,3’-Dial keine signifikanten Veranderungen.

3.1.2 Veranderung des Methylierungspotentials in Abhangigkeit von der
Inkubationsdauer mit dem Hemmstoff

Da bei einer Ado-2°,3’-Dial-Konzentration von 30 uM das MP am
starksten reduziert war, wurde diese Konzentration zur Bestimmung der

Abhangigkeit des MP von der Inkubationsdauer verwendet.

Tabelle 10: SAM, SAH, Adenosin und MP angegeben als Mittelwert + SEM aus 4 -9 Versuchen
in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer mit Ado-2°,3-Dial: Die Zellen wurden fiir die
angegebenen Zeitrdume mit einer Hemmstoffkonzentration von 30 uM inkubiert, abtrypsiniert
und, wie in ,Material und Methoden” beschrieben, aufgearbeitet. Die HPLC-Analyse wurde wie
bei Delabar et al. (1999) beschrieben durchgefiihrt. (* => p < 0,05; ** =>p < 0,01;
**=>p<0,001)

Inkubationsdauer | SAM SAH Adenosin SAM/ SAH
nmol/10’Zellen | nmol/10’Zellen | nmol/10’Zellen | nmol/10"Zellen

Kontrolle 1,8+0,15 0,04 £0,03 0,046 +0,01 |576+74

Y2 h 2,7+04 1,1 £0,16 *** [0,05 £ 0,01 25+0,1*

2h 26+02" 1,7 £+0,08 *** {0,03 £ 0,01 1,5 +0,08 **

4 h 29+04" 24+03** (0,08+0,01 |1,2+0,06*

24 h 35+0,35* |2,8+0,3** |0,056+0,02 |1,2+0,02**
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Bereits eine halbe Stunde nach Inkubation der Zellen mit 30 uM Ado-
2°,3’-Dial steigt die
0,04 + 0,03 nmol/ 107 Zellen auf fast das 30-fache (1,1 +0,16) an. SAM steigt
an, aber nicht signifikant an auf 2,7 + 0,4 nmol/ 107 Zellen. Somit fallt das MP
auf 2,5+0,1
Steigerung der SAH-Konzentration auf 1,7 + 0,08 nmol/ 10’ Zellen nach 2 h, auf
2,4 0,3 nmol/ 107 Zellen nach 4 h und auf 2,8 + 0,3 nmol/ 10’ Zellen nach
24 h. Die SAM-Konzentration ist erst nach 24 h mit 3,5 + 0,35 nmol/ 107 Zellen
gegenulber der Kontrolle signifikant erhéht. Daraus ergibt sich nach 2 h ein MP
von 1,5 £ 0,08, nach 4 h von nur noch 1,2 £ 0,06, nach 24 h 1,2 £ 0,02.

Die Adenosin-Konzentration

SAH-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle

ab. Eine Verlangerung der Inkubationszeit fihrt zu einer

liegt bei der zeitlichen Abhangigkeit
zwischen 0,03 und 0,06 nmol/ 10’ Zellen, unterliegt jedoch auch hier keiner

signifikanten Veranderung.

3.2 Auswirkungen von Ado-2°,3 -Dial auf den Adeninnukleotidhaushalt der

Zelle

Tabelle 11: AMP, ADP, ATP und EC angegeben als Mittelwert + SEM aus 4-28 Versuchen in
Abhéngigkeit von der Adenosin-2°,3-Konzentration: Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von
24 h mit dem Hemmestoff in der angegebenen Konzentration inkubiert, abtrypsiniert und wie in
.Material und Methoden* beschrieben durch Ultraschall aufgebrochen und behandelt. Die
HPLC-Analyse wurde, wie bei Hambrock et al. (1999) beschrieben, durchgefihrt. (* => p < 0,05;
**=>p <0,01; ™ =>p <0,001)

Ado-2°,3’-Dial- | AMP ADP ATP EC-Wert
Konzentration |nmol/10’Zellen |nmol/10’Zellen |nmol/10’Zellen

Kontrolle 3,4+0,2 11,55+0,8 26,3 £ 1,1 0,8 £ 0,01
1M 55+0,15*** 17,7 £2** 25,05+3,4 0,7 +£0,01 **
3 uM 5+0,3* 16,7 £1,7 "~ 24,4529 0,7+0,01*
10 pM 45+0,3* 12,25 +0,8 27,65 +1,7 0,8 £ 0,01
30 uM 45+045"* 15,8 +1,4** 254 +19 0,7+0,01*
100 pM 2,95%0,6 13,35+ 1,3 30,45+ 3,2 0,8 £0,02
300 uM 0,9+0,3** 9,4 +£0,95 20,6 £2 0,8 £0,02
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Bei der Kontrolle wurde fir AMP ein Wert von 3,4 + 0,2 nmol/10’Zellen ,
fir ADP 11,55 + 0,8 nmol/10”Zellen, fiir ATP 26,3 + 1,1 nmol/10’Zellen und fr
den EC ein Wert von 0,8 £ 0,01 gemessen. Bereits bei 1 yM Ado-2,3"-Dial
steigen AMP und ADP signifikant auf Werte von 5,5 + 0,15 nmol/10’Zellen bzw.
17,7 + 2 nmol/10”Zellen an. Auch bei steigender Ado-2°,3"-Dial-Konzentration
bis 30 uM bleiben die beiden Adeninnukleotide AMP und ADP in den oben
erwahnten  Konzentrationsbereichen. Erst bei einer Ado-2°,3"-Dial-
Konzentration von 300 uM kommt es zu einem signifikanten Abfall aller drei
Adeninnukleotide.

Die ATP-Konzentration verandert sich bei den untersuchten Ado-2°,3'-
Dial-Konzentrationen nicht signifikant. Die Energieladung der Zelle (EC-Wert)
ist nur bei niedrigen Ado-2°,3"-Dial-Konzentrationen von 1 und 3 pM signifikant

verandert.
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3.3 Uberlebensrate der HepG2-Zellen nach Adenosin-2°,3 -Dialdehyd-
Behandlung

Zelllberlebensrate in %
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Abbildung 8: Uberlebensrate der HepG2-Zellen in % unter steigender Konzentration von
Adenosin-2°,3-Dialdehyd: Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 24 h mit dem
Hemmstoff in angegebener Konzentration inkubiert, abtrypsiniert und mithelfe des
Zellzdhlgeréts ,CASY Modell TT* ausgezéhit (Anzahl n=2-5).

Unter Kontrollbedingungen betragt der Anteil der vitalen Zellen an der
Gesamtzellzahl 82%. Die Applikation des Hemmstoffs Ado-2°,3"-Dial hat bis zu
einer Konzentration von 30 uM keinen messbaren Einfluss auf die Vitalitat der
HepG2-Zellen. Der Anteil der vitalen Zellen an der Gesamtzellzahl betragt in
den Ado-2°,3"-Dial-Konzentrationsbereichen zwischen 1 uM und 30 uM Werte
zwischen 75% (bei 30 uM Ado-2",3"-Dial) und 81,5% (bei 3 uM Ado-2°,3"-Dial).
Im ,student-t-test” ergibt sich daraus keine signifikante Veranderung.

Erst ab einer Konzentration von 100 uM Ado-2",3°-Dial nimmt der Anteil
vitaler Zellen gemessen an der Gesamtzellzahl in signifikantem MaBe ab. Der
Prozentsatz vitaler Zellen sinkt bei 100 uM auf 59% und bei 300 uM Ado-2",3"-
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Dial auf 45,6%. Im Vergleich mit der Kontrolle bedeutet das eine signifikante
Reduktion der Zahl vitaler Zellen.

Aus diesem Grund wurden alle Versuche mit einer Ado-2°,3"-Dial-
Konzentration von 30 uM durchgefihrt.

3.4 Einfluss des Methylierungspotentials auf die Expressions

ausgewahlter Gene

Die Expression schnell einschaltbarer Gene wie Epo und VEGF-A sowie
von Haushaltsgenen wie Cyclophilin und SAH-Hydrolase wurde unter dem
Einfluss des SAH-Hydrolase- Hemmstoffs Ado-2°,3"-Dial mittels real-time-PCR

untersucht. Als interner Standard wurde dabei die Expression von 18S rRNA

verwendet.
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Abbildung 9: mRNA-Expression des Erythropoetin-Gens in Abhdngigkeit von der
Adenosin-2°,3-Dialdehyd-Konzentration. Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 24 h
mit der angegebenen Hemmstoff-Konzentration inkubiert, ihre RNA nach der Methode
von Chomcznski und Sacchi (1987) isoliert, zu cDNA transkribiert und diese mittels
Lightcycler-PCR quantifiziert.
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Die Expression der Epo-mRNA wird durch Ado-2°,3"-Dial bis zu einer

Konzentration von 3 uM nicht signifikant verandert. Ab einer Konzentration von

10 uM sinkt die Epo-Expression signifikant mit steigender Ado-2°,3°-Dial-

Konzentration. Bei einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 10 uM betragt die

Epo-Expression noch 62% des Kontrollwertes. Bei 30 uM sinkt die Expression

auf 0,2. Eine weitere Erhdhung der Ado-2°,3"-Dial-Konzentration auf 100 uM

fuhrt zu keiner weiteren Reduktion der Epo-mRNA-Expression.
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Abbildung 10: mRNA-Expression des VEGF-A-Gens in Abhdngigkeit von der Adenosin-
27,3 -Dialdehyd-Konzentration. Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 24 h mit der
angegebenen Hemmstoff-Konzentration inkubiert, ihre RNA nach der Methode von
Chomcznski und Sacchi (1987) isoliert, zu cDNA transkribiert und diese mittels

Lightcycler-PCR quantifiziert.

Die Expression der VEGF-A-mRNA ist bis zu einer Konzentration von

3 uM unverandert. Erst bei einer Konzentration von 10 uM sinkt die Expression

auf 0,7 £0,1 ab. Bei einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 30 pM sinkt die

mRNA-Konzentration auf 60% des Kontrollwertes. Bei einer Konzentration von
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100 uM zeigt die Expression gleiche Werte wie unter Kontrollbedingungen. Erst
bei einer Konzentration von 300 uM sinkt sie auf 0,35 £+ 0,03 ab.
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Abbildung 11: mRNA-Expression des Cyclophilin-Gens in Abhdngigkeit von der
Adenosin-2°,3-Dialdehyd-Konzentration. Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 24 h
mit der angegebenen Hemmstoff-Konzentration inkubiert, ihre RNA nach der Methode
von Chomcznski und Sacchi (1987) isoliert, zu cDNA transkribiert und diese mittels

Lightcycler-PCR quantifiziert.

Die Expression von Cyclophilin-mRNA hat bei der Kontrolle einen Wert
von 1,16. Dieser steigt bei einer Ado-2",3"-Dial-Konzentration von 1 puM auf 1,63
an. Dieser Anstieg ist jedoch nicht signifikant, wie der ,student t test* zeigt. Bei
steigender Ado-2°,3"-Dial-Konzentration hat die Cyclophilin-mRNA-Expression
Werte zwischen 1,4 bei 3 uM und 0,8 bei 100 uM Ado-2,3"-Dial und ist aber
weiterhin nicht signifikant verschieden von der Kontrolle. Bei Inkubation der
Zellen mit 300 uM Ado-2°,3"-Dial sinkt die relative Cyclophilin-mRNA-
Expression signifikant auf die Halfte des Wertes unter Kontrollbedingungen.

37



SAH-Hydrolase
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Abbildung 12: mRNA-Expression SAH-Hydrolase-Gens in Abhdngigkeit von der
Adenosin-2°,3-Dialdehyd-Konzentration. Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 24 h
mit der angegebenen Hemmstoff-Konzentration inkubiert, ihre RNA nach der Methode
von Chomcznski und Sacchi (1987) isoliert, zu cDNA transkribiert und diese mittels

Lightcycler-PCR quantifiziert.

Die mRNA-Expression der SAH-Hydrolase wird durch Ado-2°,3"-Dial bis zu
einer Konzentration von 3 pM nicht verandert. Eine Konzentration von 10 uM
Ado-2°,3"-Dial fuhrt zu einer signifikanten Steigerung. Bei Ado-2°,3°-Dial-
Konzentrationen von 100 uM bzw. 300 pM sinkt auch die SAH-Hydrolase-
mMRNA-Expression auf 0,8 + 0,1 bzw. 0,45 + 0,06.
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3.5 Einfluss des Methylierungspotentials auf die Expression des

Erythropoetin-Gens in Abhangigkeit von der Zeit

1,2 Erythropoetin
1 %=11
1,0
c
K]
@ 0,84
o
% n=2
% 0,6 -
< n=3
Z *k
=
4
2 0. =3
© n=11
9 ke
0,24 T
0,0 T T T T T T T T T
W o o X o
& ® s s &
0 i ? D
o & o o
o ° D ¥ \\Vb \\Vb
D RS u

Abbildung 13: Expression der Erythropoetin-mRNA in Abhdngigkeit von der
Inkubationszeit mit einer Adenosin-2°,3 -Dialdehyd-Konzentration von 30 uM. Die Zellen
wurden fir die jeweils angegebenen Zeitrdume mit einer Hemmstoff-Konzentration von
30 uM inkubiert, ihre RNA nach der Methode von Chomcznski und Sacchi (1987) isoliert,
zu cDNA transkribiert und diese mittels Lightcycler-PCR quantifiziert.

Aus der Graphik geht deutlich hervor, dass die Wirkung des SAH-
Hydrolase-Hemmstoffs Ado-2°,3"-Dial bereits nach einer Inkubationszeit von 2
Stunden die Expression von Epo-mRNA signifikant, und zwar auf 57% der
Kontroll-Menge senkt. Nach weiteren 2 Stunden nimmt die Expression um
weitere 10% auf 0,5 £ 0,05 ab und erreicht nach 12 Stunden einen Wert von
0,25 £ 0,03. Nach 24 Stunden Inkubation liegt der Wert bei nur noch 0,2 + 0,03.
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3.6 Protein-Expression von Erythropoetin
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Abbildung 14: Proteinkonzentration von Erythropoetin im Zellkulturmedium nach
Behandlung der HepG2-Zellen mit Adenosin-2°,3"-Dialdehyd in verschiedenen
Konzentrationen. Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 24 h mit den angegebenen
Hemmstoffkonzentrationen inkubiert. Ein Teil des Ndhrmediums wurde fir die
Bestimmung des Epo-Proteins und fiir die Proteinbestimmung und die
Proteinkonzentration mittels des Bio-Rad Protein Assay nach Bradford, wie in ,Material

und Methoden* beschrieben, abgenommen.

Die Epo-Proteinkonzentration verandert sich bis zu einer Ado-2°,3"-Dial-
Konzentration von 3 uM nicht signifikant gegeniber der Kontrolle. Eine
Erhdhung der Konzentration des SAH-Hydrolase-Hemmstoffs auf 10 uM flhrt
zu einer signifikanten Reduktion des Epo-Proteins auf 4,5 + 0,3 mIU/ 107 Zellen.
Mit steigenden Ado-2°,3"-Dial-Konzentrationen sinkt die Menge des Epos im
Uberstand der Zellen auf 3,6 + 0,2 mlU/ 107 Zellen bei 30 uM und 2,71 + 0,32
mlU/ 107 Zellen bei 100 pM. Bei einer Konzentration von 300 uM steigt die Epo-
Menge wieder auf den Kontroll-Wert an (5,63 + 0,70 mlU/ 107 Zellen).
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3.7 Auswirkung von Ado-2'.3’-Dial auf die Aktivitat der SAH-Hydrolase

SAH-Hydrolase-Aktivitat
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Abbildung 15: Aktivitdt der SAH-Hydrolase nach Behandlung mit den angegebenen
Adenosin-2°,3-Dialdehyd-Konzentrationen. Die Zellen wurden fiir einen Zeitraum von
24 h mit den angegebenen Hemmestoffkonzentrationen inkubiert, abtrypsiniert, mit
Ultraschall aufgebrochen und abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde mittels

photometrischer Messung die Aktivitét der darin enthaltenen SAH-Hydrolase bestimmt.

Die Aktivitdt der SAH-Hydrolase wurde nach Behandlung der Zellen mit
Ado-2°,3"-Dial im Gesamtzelllysat photometrisch gemessen. Bereits bei einer
Konzentration von 1 pM sinkt die SAH-Hydrolase-Aktivitdt von 4 U bei der
Kontrolle auf weniger als 0,16 U. Eine Erhéhung der Ado-2°,3"-Dial-
Konzentration bis 30 pM fihrt zu einer weiteren Reduktion der SAH-Hydrolase-
Aktivitat auf bis zu 0,02 U. Ab 100 uM steigt die Aktivitat zunachst minimal, bei
300 uM wieder etwas starker auf knapp 0,08 U an.
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4. Diskussion

Die intrazellularen SAH-Konzentrationen werden durch die Aktivitat der
SAH-Hydrolase kontrolliert. Da SAH ein potenter Hemmstoff vieler SAM-
abhangigen Methyltransferasen ist, beeinflusst die SAH-Hydrolase-Aktivitat
dadurch indirekt Transmethylieungsreaktionen. Das Verhaltnis von SAM und
SAH, auch Methylierungspotentials (MP) genannt, ist somit ein wichtiger
Indikator flr die Transmethylierungsaktivitat innerhalb einer Zelle.

In vielen Studien wurden die Auswirkungen eines veranderten MP auf
DNA- und RNA-Methylierung in der Zelle untersucht. Welche Auswirkungen ein
verandertes MP auf die Genexpression bestimmter Gene hat, wurde bislang
noch nicht untersucht. Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Wirkung
eines veranderten MPs auf die Expression ausgewahlter Gene zu untersuchen.
Als Versuchsobjekt diente die kaufliche hepatozelluldre Karzinomzelllinie
HepG2.

Es gibt unterschiedliche Methoden, das MP und die damit verbundenen
Ablaufe in der Zelle zu verédndern. Zum einen kann man den SAH-Spiegel durch
Hemmung der SAH-Hydrolase in der Zelle ansteigen lassen. Daflir sind
verschiedene Nucleosid-Analoga geeignet. Zum anderen kann man die SAM-
Synthese durch Hemmung der SAM-Synthetase mit selektiven Inhibitoren wie
z.B. L-2-Amino-4-Methoxy-cis-but-3-Enolsdure, einem Methionin-Analogon (24)
beeinflussen. Dadurch steht weniger SAM zur Verfligung und das MP fallt.

In dieser Arbeit wurde der SAH-Hydrolase-Inhibitor Ado-2°,3"-Dial
verwendet. Ado-2°,3"-Dial hat gegentber anderen SAH-Hydrolase-
Hemmstoffen folgende Vorteile: Es hat eine hohe Affinitat (1 uM) an die SAH-
Hydrolase (85) und ist dadurch ein sehr potent Hemmstoff. Ado-2",3"-Dial ist
kein Substrat der SAH-Hydrolase im Gegensatz zu 3-Deazaadenosin ein
weiterer potenter SAH-Hydrolase-Hemmestoff (86) und wird auch nicht durch die
Adenosin-Kinase oder Desaminase abgebaut wie Adenin-Arabinosid (87).
AuBerdem hemmt Ado-2°,3"-Dial im Gegensatz zu Aristeromycin, einem
weiteren SAH-Hydrolase-Hemmstoff, nicht die Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase, die fir den Abbau von Hypoxanthin und Guanin
verantwortlich ist (88;89). Auch steigert Ado-2°,3"-Dial nicht wie Adenosin, das
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selbst auch die SAH-Hydrolase in hydrolytischer Richtung hemmt, die renale
Erythropoetin (Epo)-Sekretion Uber A2-vermittelte Aktivierung der Proteinkinase
A (90-92). Wird nach 15 min Inkubation mit 30 uM Ado-2°,3"-Dial das Medium
ausgetauscht, erlangt die SAH-Hydrolase nach 16 h ihre urspriingliche Aktivitat.
Das flhrt zu dem Schluss, dass die Bindung von Ado-2°,3"-Dial an die SAH-
Hydrolase zwar sehr stark, aber nach so kurzer Inkubtionszeit reversibel ist
(93). SchlieBlich bietet Ado-2°,3"-Dial auch einen methodischen Vorteil. Die
Retentionszeit von Ado-2°,3"-Dial bei unserer HPLC-Methode interferiert nicht
mit der von Adenosin, SAM oder SAH (94).

1. Uberlebensrate

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Uberlebensrate der Zellen unter Ado-2°,3"-Dial-Behandlung bis 30 pM nicht
signifikant verschieden von der Kontrolle ist. Diese Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass die gemessenen Effekte z.B. die Genexpression
verschiedener Gene bis zu dieser Konzentration nicht auf eine verringerte
Uberlebensrate zuriickzufilhren sind. Bestatigt werden diese Ergebnisse von
Keller et al. (1983), die gezeigt haben, dass Ado-2°,3"-Dial in Konzentrationen
bis 1 uM keinen Einfluss auf die Lebensféahigkeit von L-929-Zellen von Mausen,
sowie auf die Synthese von SAM, RNA und DNA hat (95). Ab einer
Konzentration von 100 uM féllt jedoch die Anzahl der Uberlebenden Zellen
deutlich gegeniber der Kontrolle ab. Bei 300 uM Ado-2",3"-Dial Gberleben nur
56% der Zellen. Dies kann zum einen damit zusammenhangen, dass die SAH-
Hydrolase bei diesen Konzentrationen so stark gehemmt ist, dass die Zellen
nicht mehr tberleben kénnen. Auch Mause-Embryonen, denen das Gen flr die
SAH-Hydrolase fehlt, sind nicht Uberlebensféahig und sterben in Stadium der
Implantation (22). Die SAH-Hydrolase ist also fiir das Uberleben einer Zelle
unabdinglich. Vermutlich reichen wenige Molekile des Enzyms aus, um das
Uberleben der Zelle zu garantieren. Zum anderen kénnen so hohe Ado-2°,3"-
Dial-Konzentrationen noch weitere Enzyme unspezifisch hemmen und damit die
beobachteten Effekie auf die Genexpression bei diesen Konzentrationen

erklaren.
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2. Veranderung des Methylierungspotentials durch Hemmung der SAH-
Hydrolase

Zur quantitativen Analyse der Nukleoside Adenosin, SAM und SAH
wurde die sehr sensitive und schnelle Methode der HPLC nach
Festphasenextraktion angewandt, die auch bei geringen verfigbaren Mengen
biologischen Materials sehr effektiv ist. Vorteil dieser HPLC-Methode ist, dass
alle Nukleoside simultan gemessen werden kénnen.

Die untersuchten HepG2-Zellen zeigten unter Kontrollbedingungen eine
SAH-Konzentration von 0,04 + 0,003 nmol/ 107 Zellen, eine SAM-Konzentration
von 1,84 +0,15 nmol/ 107 Zellen und eine Adenosin-Konzentration von
0,05 + 0,01 nmol/ 107 Zellen. Das MP von HepG2-Zellen betragt 57,6 + 7,4.

In  vivo Untersuchungen an  Rattennieren  hatten  unter
Kontrollbedingungen einen SAH-Gewebsgehalt von 0,7 £ 0,05 nmol/g
Feuchtgewicht (FG) und einen SAM-Gehalt von 44,1 £ 1,0 nmol/g FG gezeigt
(14). Daraus ergibt sich ein MP von 651+56. Dieses hat in
Rattennierengewebe einen &hnlichen Wert wie in HepG2-Zellen.
Untersuchungen mit anderen Zelllinien haben abweichende MPs ergeben. So
zeigen die HEK-293-Zellen, eine humane embryonale Nierenzelllinie ein MP
von 6,85+0,55, die HelLa-Zellen, eine Tumorzelllinie, hatte unter
Kontrollbedingungen ein MP von 6,5 £ 1,0 und die MCF-7, eine Mamma-CA-
Tumorzelllinie, ein MP von 14,5 +53 (96). Versuche an L929-Zellen von
Mausen haben gezeigt, dass unter Kontrollbedingungen die SAH-
Konzentrationen zwischen 4 und 13 uM lagen. Daraus wurde ein SAH/ SAM-
Quotient von 0,07 bis 0,14 ermittelt, was einem SAM/ SAH-Quotienten von 7,1
bis 14,3 entspricht (93). In einer anderen Zelllinie, einer Neuroblastom-N2a-
Zelllinie wurde unter Kontrollbedingungen ein SAM/ SAH-Quotient von 6,6
gemessen (97). Dies zeigt, dass das MP unter Kontrollbedingungen in
Abhangigkeit vom Versuchsobjekt stark variieren kann.

Bereits Konzentrationen von 1puM Ado-2°,3"-Dial fihren zu einer
Hemmung der SAH-Hydrolase und einer intrazellularen SAH-Akkumulation um
das 10-fache auf 0,4 nmol/ 10’Zellen. SAM steigt dagegen nur um 30% auf
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2,6 £ 0,6 an. Eine weitere Erhéhung von Ado-2°,3"-Dial auf 3 uM fihrt zu einer
weiteren Steigerung der SAH-Konzentration auf 0,2 £0,3 an, wahrend die
SAM-Konzentration fast unveréandert bleibt. Ramakrishnan et al. (1987) stellten
bei Neuroblastom-N2a-Zellen nach 24 h Inkubation mit 2,5 uM Ado-2",3"-Dial
einen Anstieg der SAH-Konzentration auf das doppelte des Kontrollwertes fest.
Gleichzeitig beobachteten sie eine Reduktion von SAM auf weniger als die
Halfte und einen Abfall des MPs von 6,6 auf 1,3. Bei murinen L929-Zellen fuhrt
eine 24-stiindige Inkubation mit 5 uyM Ado-2°,3"-Dial zu einem Anstieg der SAH-
Konzentration von 4 — 13 uM (unter Kontrollbedingungen) auf 108 uM. Bei allen
untersuchten Zelllinien scheint also der SAH-Hydrolase-Inhibitor einheitlich zu
einer SAH-Akkumulation und damit zu einer Erniedrigung des MP zu flhren.
Warum die Hemmung der SAH-Hydrolase bei Neuroblastom-N2a-Zellen zu
einer Reduktion der SAM flihrt, bleibt ungeklart.

Bei der HepG2-Zelllinie steigt der SAH-Spiegel mit steigender Ado-2°,3"-
Dial-Konzentrationen, =~ wé&hrend die = SAM-Konzentration nicht  Uber
3 nmol/ 10°Zellen ansteigt. Ab 100 pM Ado-2°,3"-Dial sinkt die SAH-
Konzentration sogar ab, wahrend SAM deutlich ansteigt.

Der konzentrationsabh&angige Anstieg von SAH in den HepG2-Zellen ist
somit eindeutig auf die Inhibition der SAH-Hydrolase durch Ado-2°,3"-Dial
zurickzufihren. Der SAM-Anstieg durch Hemmung SAM-abhangige
Transmethylierungsreaktionen lasst sich durch SAH-Akkumulation erklaren.
Dieser Konzentrationsanstieg ist jedoch nicht ganz so hoch wie der von SAH.
Die Beobachtung, dass SAM bei Konzentrationen von 3 bis 100 uM nicht Uber
3 nmol/ 10’Zellen ansteigt, kdnnte evtl. dadurch erklart werden, dass Ado-2",3"-
Dial selbst in hohen Konzentrationen mit maximaler Inhibition der SAH-
Hydrolase keine vollstandige Inhibition SAM-abhangiger Methylierung bewirkt.
So konnte gezeigt werden, dass ein signifikanter Anteil (40-60%) der Lipid- und
Protein-Carboxy-Methylierung in L929-Zellen von Mausen resistent gegen
drastische Anstiege von intrazellularem SAH (bis zu 100 uM), sofern die SAM-
Konzentration hoch genug ist, um Methylierungen zu ermdéglichen (27).
AuBerdem besitzen Methyltransferasen unterschiedliche Affinitdt zu ihrem
Reaktionsprodukt SAH (98). So wird z.B. die mRNA-Guanin-7-
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Methyltransferase, die einen niedrigen Ki-Wert fir SAH besitzt (Ki=1 uM),
dennoch inhibiert.

Dass SAH bei einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 100 pM nicht
weiter ansteigt, I&sst sich dadurch erklaren, dass es, wie die Zelllberlebensrate
andeutet, zu einer kompletten Inhibition der SAH-Hydrolase kommt, und daher
keine weitere Steigerung von SAH auf diesem Weg méglich ist. Wollte man das
MP noch weiter senken, misste man die SAM-Synthese zusatzlich hemmen
(24).

Das MP sinkt bei der HepG2-Zelllinie schon bei Konzentrationen von
1 uM Ado-27,3"-Dial auf weniger als 1/7 des Kontrollwertes und féallt dann mit
steigender Konzentration (30 uM) bis auf einen Wert von 1,2 +0,02. Bei
Neuroblastom-N2a-Zellen flhrte eine 24-stiindige Inkubation mit 2,5 uM Ado-
2°,3’-Dial zu einem Abfall des MP auf 1,34 (97), was jedoch deutlich niedriger
ist als das MP von 3 £0,3 bei HepG2-Zellen bei einer vergleichbar hohen
Konzentration von Ado-2°,3"-Dial (3 uM). Eine Hemmung der SAH-Hydrolase
mit 5 uM Ado-2",3"-Dial fihrte auch in murinen L929-Zellen zu einem Abfall des
MP auf 0,92 (93). Allerdings muss hierbei beachtet werden, dass sowohl
Neuroblastom-N2a-Zellen als auch murine L929-Zellen unter
Kontrollbedingungen ein deutlich geringeres MP aufweisen als HepG2-Zellen.
AuBerdem reduziert sich das MP bei murinen L929-Zellen nur auf 1/6 des
Kontrollwertes, wogegen das MP der HepG2-Zellen auf etwa 1/30 reduziert ist.
Somit kann bei unserem Modell das MP Uber einen groBen Bereich von 1,2 bis
57,6 moduliert werden, was flr die hier untersuchte Fragestellung von Vorteil
ist.

Bei héheren Ado-2°,3"-Dial-Konzentrationen von 100 oder 300 uM steigt
das MP gegenlber dem bei 30 uM Ado-2°,3"-Dial gemessenen Wert an. Das
liegt zum Teil daran, dass SAH ab einer kompletten SAH-Hydrolase-Inhibition
nicht weiter ansteigen kann. Es liegt aber auch daran, dass aufgrund des stark
gesunkenen Zelliberlebens anzunehmen ist, dass diese Ado-2°,3"-Dial-
Konzentrationen einen zytotoxischen Effekt auf die Zellen austben, so dass die
Zellen stark geschadigt werden und keinen vollstandig funktionierenden

Stoffwechsel mehr ausfiihren kbnnen.

46



Deshalb wurden far die hier in dieser Arbeit vorgestellten
Untersuchungen 30 uM Ado-2°,3"-Dial als die optimale Konzentration zur
Erforschung eines gesenkten MPs auf die Genexpression eingesetzt. Bei dieser
Konzentration ist das MP am niedrigsten, ohne dass die Uberlebensrate der
Zellen beeintrachtigt ware.

Die Untersuchungen der Auswirkungen von Ado-2°,3"-Dial in
Abhangigkeit von der Zeit haben gezeigt, dass bereits nach 'z h Inkubation mit
dem SAH-Hydrolase-Hemmstoff Ado-2",3"-Dial das MP von den urspriinglichen
57,6 = 7,4 auf 2,5 £ 0,1 abfiel. Im weiteren Verlauf sinkt das MP nach 4 h bis
auf 1,2+0,06 und bleibt dann bis zu einer Inkubationsdauer von 24 h
(1,2 £0,02) unverandert. Dieses Ergebnis stimmt mit Untersuchungen von
Bartel et al.(1984) Uberein, die gezeigt haben, dass bereits nach 15-minttiger
Inkubation mit Ado-2°,3"-Dial die Inhibition der SAH-Hydrolase beginnt (93).
Danach sank das MP in den L929-Zellen von 7,1 bis 14,3 schon in der 1.Stunde
auf 3,6 und nach weiteren 4 h auf 1,2. Nach 48 h lag das MP in diesen Zellen
zwischen 0,9 und 1,06. Auch die Arbeitsgruppe von Ramakrishnan et al. (1987)
untersuchte die zeitabhangige Wirkung von Ado-2°,3°-Dial auf das MP von
Neuroblastom-N2a-Zellen (97). Im Gegensatz zu den hier vorgestellten Daten
bzw. den Untersuchungen von Bartel und Borchard liegen Uber die
Neuroblastom-N2a-Zellen erst ab einer Inkubation von 8 h MP-Werte vor. So
sinkt das MP dieser Zelllinie nach 8 h auf 1/6 des Kontrollwertes, steigt dann
allerdings bei Verlangerung der Inkubationszeit von bis zu 24 h auf 1,3 an.
Nach 48 h h liegt das MP dann bei 1,24 und nach 72 h bei einen Wert von 2,3.

3. Einfluss des Methylierungspotentials auf die Expression ausgewahlter
Gene

Die Auswirkung eines veranderten SAM/ SAH-Quotienten auf die mRNA-
Spiegel von Epo und VEGF-A als Beispiele fur schnell aktivierbare, exprimierte
Gene, Cyclophilin als klassisches ,housekeeping“ Gen und SAH-Hydrolase als
Teil des SAM/ SAH-Metabolismus wurden mittels real-time-PCR gemessen.
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In frlheren Untersuchungen wurde die Notwendigkeit der SAM-
abhangigen Transmethylierung fir die effiziente Translation (62), fur die
Stabilitdt der mRNA im Sinne eines Schutzes vor exonukleolytischer Spaltung
(65) und fiir den Splicing-Vorgang der pre-mRNA (68) beschrieben. Shatkin et
al. stellte die Hypothese auf, dass die genetische Expression durch
Methylierung auf dem Level der Translation reguliert werden kénnte (64).

Ein bisher wenig beforschter Bereich ist der Einfluss, den das MP einer
Zelle auf die Expression ihrer Gene hat. Deshalb wurde in dieser Arbeit die
Expression ausgewahlter Gene unter einem veranderten MP untersucht.

Eines der untersuchten Gene ist das flir Epo kodierende Gen. Epo ist ein
Glykoprotein-Hormon mit einem Molekulargewicht von 34,4 kD, das in der
fetalen Leber und der adulten Niere gebildet wird und als humoraler Regulator
fir die Erythrozytenproduktion fungiert. Es wird normalerweise in einem
niedrigen Basallevel synthetisiert, um veraltete Erythrozyten zu ersetzen. Nach
Blutverlust wird es jedoch vermehrt ausgeschittet. Ebenso bei niedrigem
Sauerstoffdruck in der Atemluft, erhéhter Sauerstoffaffinitat von Hamoglobin
oder anderen Stimuli, die die Sauerstofffreisetzung im Gewebe reduzieren (99).
Es kann dabei bis auf das 1000-fache des normalen Plasma-Spiegels
ansteigen. Epo fungiert also als Beispiel fir Gene, die induzierbar sind, z.B.
durch Hypoxie.

Real time-PCR-Analysen konnten zeigen, dass die Expression von Epo
nach Reduktion des MP mit 1 uM bzw. 3 uM Ado-2",3"-Dial nicht verédndert wird.
Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass bis zu einem MP von 3 (3 uM
Ado-2°,3"-Dial) die Genexpression einer Zelle nicht beeintrachtigt wird. Erst ab
einem MP von 1,8 + 0,2, das bei einer Ado-2",3"-Dial-Konzentration von 10 uM
erreicht wird, ist die relative mRNA-Expression von Erythropoetin signifikant
vermindert. Eine weitere Reduktion des MPs auf 1,2 + 0,02 fihrt zu einer
drastischen Abnahme der Epo-mRNA-Expression, und zwar auf 18% des
Kontrollwertes. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass das MP erheblich reduziert
sein muss, um die Genexpression zu beeinflussen. Bestimmungen der mRNA-
Methylierung durch Inkorporation von CHs aus L-(methyl->H)-Methionin in
mRNA und Einbau von *C-Uridin konnten zeigen, dass 30 pM Ado-2°,3"-Dial
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eine Verringerung der mRNA-Methylierung bewirken (94). Des weiteren wurde
gezeigt, dass die mRNA-Methylierung Ado-2°,3"-Dial-konzentrationsabhangig
ist mit einer maximalen Hemmung bei 100 uM. Die in dieser Arbeit dargestellten
Ergebnissen sprechen dafiir, dass die Epo-Expression zumindest teilweise
durch das MP regulierbar ist.

Aus Untersuchungen von Yin et al. (2000) ist bekannt, dass die Epo-
Expression durch die Promotormethylierung reguliert wird. Die Methylierung der
CpG-Stellen im Epo-Promotor ist danach bei Epo-produzierenden und —nicht
produzierenden Zellen unterschiedlich. Durch Inhibition der Bildung von DNA-
Bindungskomplexen und durch die Bindung von inhibitorischen Methyl-CpG-
Bindungsproteinen und dadurch unterdriickter Transkription koénnte die
Methylierung zur Gewebe-spezifischen Aktivitdt des Epo-Promotors beitragen
(100). DNA-Methylierung, im Speziellen der Promotor-Sequenz, fihrt also eher
zu einer Inhibition der Epo-Expression. Da jedoch die DNA-Methylierung
wahrend der Zellteilung ablauft und in den hier dargestellten Versuchen die
Zellen nur 24 h mit dem SAH-Hydrolase-Hemmstoff inkubiert wurden, ist es
eher unwahrscheinlich, dass sich die Inhibition in bedeutsamem AusmaB auf
die DNA-Methylierung auswirkt. Hermes et al. (2004) konnten mittels Cytosin-
Extension-Assay nachweisen, dass nach Behandlung von HepG2-Zellen mit
30 uM Ado-2°,3"-Dial fur 24 h keine signifikante Veranderung der DNA-
Methylierung gegentber der Kontrolle zu beobachten ist (94).

Hoffman et al. (1980) haben den Einfluss eines durch Adenosin und
Homocystein gesenkten MPs auf die Methylierung von Histonen, DNA und
Phospholipiden untersucht und gezeigt, dass bei einem MP von 5,6 + 1,8 die
Histone, DNA und Phospholipide noch zu 100% methyliert waren, bei einem
MP von 0,3 £0,1 die Methylierung von Histonen, DNA und Phospolipiden
jedoch zu 90 bis 99% inhibiert war (36). Dies stimmt mit den hier vorgestellten
Ergebnissen Uberein, dass das MP von 57 auf 3 reduziert sein kann, ohne dass
die Genexpression beeintrachtigt wird. Das MP kann also in den HepG2-Zellen
in weiten Bereichen schwanken ohne Veranderungen der Genexpression zu
bewirken. Diese Beobachtung erklart auch, warum andere Zelllinien, die unter

Kontrollbedingungen ein sehr viel niedrigeres MP haben, wie z.B. murinen
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L929-Zellen mit einem MP von 7,1 bis 14,3 (93) oder Neuroblastom-N2a-Zellen
mit einem MP von 6,6 (97) Uberlebens- und teilungsfahig sind.

Ein weiteres durch Hypoxie induzierbares Gen (101), das im Rahmen
dieser Arbeit untersucht wurde, ist das VEGF-A-Gen (,vascular epithelial growth
factor”). Die Hemmung der SAH-Hydrolase durch Ado-2°,3"-Dial flihrte erst bei
einer Konzentration von 30 pM zu eine signifikanten Reduktion der RNA-
Expression auf 60% des Kontrollwertes. Bei dieser Ado-2",3"-Dial-Konzentration
ist das MP am niedrigsten, ohne dass die Uberlebensrate der Zellen signifikant
verandert ist. Es kann geschlossen werden, dass auch das VEGF-A-Gen durch
das MP der Zelle reguliert wird, wenn auch nicht so eindrucksvoll wie Epo. Bei
einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 300 uM sinkt die VEGF-A-Expression
noch deutlicher ab. Allerdings ist bei so hohen Konzentrationen die
Uberlebensrate der HepG2-Zellen bereits stark reduziert, so dass hier
zytotoxische Effekte mit eine Rolle spielen kénnten.

Das klassische ,Housekeeping® Gen Cyclophilin zeigt unter der
Behandlung mit Ado-2°,3"-Dial bis zu einer Konzentration von 100 uM keine
signifikanten Verédnderungen. Erst bei 300 uM Ado-2°,3"-Dial ist die Expression
signifikant reduziert, doch auch hier gilt das gleiche wie bei VEGF-A, dass
aufgrund der geringen Uberlebensrate und zytotoxischen Effekte dieses
Ergebnis nicht auszuwerten ist. Cyclophilin verhdlt sich also wie ein
,housekeeping® Gen. Dennoch wurde Cyclophilin nicht als Standard
ausgewahlt, da vor Durchfiihrung der Experimente nicht klar war, ob auch
dessen Expression durch eine verringerte mRNA-Methylierung beeinflusst wird.
Zudem hat sich bei Cyclophilin unter Hypoxie ein veranderter Ct-Wert im
Vergleich zur Kontrolle gezeigt (102), weshalb es als Standard im Falle einer
Messung der Epo-mRNA-Expression ungeeignet ist. Die 18S rRNA reagiert auf
Veranderungen des MP unsensitiv und ist als interner Standard besser
geeignet (103). AuBerdem sind bisher keine Veranderungen in der Expression
von ribosomaler RNA bei unterschiedlichen Geweben bzw. experimentellen
Behandlungen verzeichnet worden (104;105).

Eine Verringerung des MP auf 1,8 + 0,2 fihrt beim SAH-Hydrolase-Gens

zu einer gesteigerten Genexpression und sinkt dann bis 100 uM Ado-2",3"-Dial
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nicht mehr signifikant ab. Eine mdégliche Erklarung fir diese Beobachtung
kénnte in der Zunahme der SAH-Konzentration in der Zelle liegen. Wie aus der
Literatur bekannt ist, korreliert der SAH-Gewebsgehalt mit der Aktivitat der
SAH-Hydrolase (v. Hippel, 2004). Steigt nun nach Hemmung der SAH-
Hydrolase der SAH-Spiegel in der Zelle, reagiert die Zelle mit einer gesteigerten
SAH-Hydrolase-mRNA-Expression, um das vermehrt anfallende SAH zu
metabolisieren. Weitere Untersuchungen mussen folgen, um die Expression der
SAH-Hydrolase nach Hemmung mit Ado-2°,3"-Dial Uber einen langeren
Zeitraum zu untersuchen, um mehr Hinweise Uber die Regulation der SAH-
Hydrolase zu erhalten.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen haben gezeigt, dass
verschiedene Gene auf Veranderungen im MP unterschiedliche Sensitivitat
aufweisen. Es kann davon ausgegangen werden, dass ein erhdhter SAH-
Spiegel diese Veranderungen herbeiflhrt, denn ein verandertes MP hat einen
Einfluss auf die Methylierung der mRNA (94).

Ob ein vermindertes MP auch einen Einfluss auf die Transkriptionsrate

hat, missen weitere Untersuchungen klaren.

4. Adeninnukleotid- und Energie-Haushalt

Nachdem in anderen Studien ein Zusammenhang zwischen dem
Energie-Metabolismus und Transmethylierungsreaktionen postuliert wurde (14),
wurde auch in dieser Studie untersucht, ob das verdnderte MP mit einem
veranderten Energiestoffwechsel einhergeht. Die Energieladung der Zelle (EC)
drickt das Verhéltnis zwischen energetisch hohen und niedrigen

Adenylatphosphaten aus und ist definiert als
(ATP +1/2 ADP) : (AMP + ADP + ATP) (84).

Unter Kontrollbedingungen ist die Energieladung von HepG2-Zellen mit
einem Wert von 0,78 £0,01 ahnlich der Energieladung, die in vivo bei
verschiedenen Ratten- und Menschengeweben gemessen wurden (14;106).
Die Energieladung verandert sich jedoch unter pathophysiologischen
Bedingungen wie z.B. bei Ischamie (14). Ado-2,3"-Dial in Konzentrationen von
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iund 3 uM fihrt zu einem leichten Abfall der Energieladung, der jedoch
signifikant ist. Hohere Ado-2°,3"-Dial-Konzentrationen haben keinen Einfluss auf
die Energieladung der Zellen, so dass davon ausgegangen werden kann, dass
ein vermindertes MP den Energiestoffwechsel der Zelle nicht beeinflusst.

5. Einfluss des Methylierungspotentials auf die Expression des
Erythopoetin-Gens in Abhangigkeit von der Zeit

Bei der Untersuchung des Einflusses von Ado-2°,3"-Dial auf die Epo-
Expression in Abh&ngigkeit von der Zeit zeigten sich bereits nach 2 h
Inkubation eine auf 43% des Kontrollwertes reduzierte Epo-Expression. Dieses
Ergebnis korreliert mit der Beobachtung, dass das MP ebenfalls schon zu
diesem frihen Zeitpunkt auf 1,5 + 0,08 gesenkt ist. Nach 4 h Inkubation und
einem MP von 1,2 + 0,06 ist die Epo-mRNA-Expression auf 46% und nach 12 h
auf 25% des Kontrollwertes gesunken. Bei Verlangerung der Inkubationsdauer
auf 24 h bleibt das MP konstant (1,2 £ 0,02) wahrend die Expression der Epo-
mRNA auf 18% des Ausgangswertes sinkt. Daraus wird ersichtlich, dass die
Reduktion des MPs durch 30 uM Ado-2°,3"-Dial von 58 bei der Kontrolle auf 1,5
nach 2 h Inkubation zu einer massiven Senkung der Epo-mRNA-Expression
fahrt. Auch wenn sich das MP nach 24 h nur noch geringfligig verandert, so
reduziert sich die Epo-mRNA-Expression auf 1/5 des Ausgangswertes. Das
bedeutet, dass der Zeitfaktor fir die Epo-Expression entscheidend ist.

6. Protein-Expression von Erythropoetin

Um zu Uberprifen, ob die verringerte mRNA-Expression auch eine
verminderte Epo-Synthese zur Folge hat, wurde die Epo-Protein-Konzentration
im Uberstand des Zellmediums bestimmt. Auch die Menge des synthetisierten
Epos ist bis zu einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 3 pM praktisch
unverandert. Bei einer Konzentration von 10 uM Ado-2°,3"-Dial und damit einem
MP von 1,2 + 0,02 und einer relativen Epo-mRNA-Expression von 62% des
Kontrollwertes verringert dich die Epo-Proteinmenge signifikant. Bei einer
Konzentration von 30 uM Ado-2°,3"-Dial, einem MP von 1,2 + 0,02 und einer
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relativen mRNA-Expression von 18% des Kontrollwertes betragt die Epo-
Proteinmenge nur noch etwa 2/3 des Kontrollwertes. Dies spricht also fir einen
unmitteloaren  Effekt, den die reduzierten mRNA-Spiegel auf die
Proteinsynthese haben. Ware allein die Proteinsynthese reduziert, wirde das
dafir sprechen, dass allein die erschwerte Bindung der mRNA an die
Ribosomen fir die Reduktion von Epo verantwortlich ist. Da jedoch auch die
mRNA-Spiegel reduziert sind, liegt die Ursache der Reduktion zumindest

teilweise auch in einer verminderten mRNA-Methylierung.

7. Bestimmung der SAH-Hydrolase-Aktivitat

Parallel zur Ermittlung des MPs wurde auch die Aktivitdt der SAH-
Hydrolase in den mit Ado-2",3"-Dial behandelten Zellen mittels photometrischer
Messung ermittelt. Die SAH-Hydrolase hat unter Kontrollbedingungen eine
Aktivitat von 4 + 0,3 U. In Neuroblastom-N2a-Zellen hingegen wurde eine SAH-
Hydrolase-Aktivitat von 0,05 U (45-55 pmol/ min*mg Protein) gemessen (97).
Einen Grund fur diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnte zum einen in der
Nachweismethode liegen, zum anderen aber auch in den Zellen. Es ist bekannt,
dass die Aktivitat der SAH-Hydrolase in Leberzellen erheblich héher ist als in
Nervenzellen (21).

Bereits bei einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 1 uM ist die Aktivitat
der SAH-Hydrolase auf 1/ 25 des Kontrollwertes (0,16 U) reduziert. Auch Bartel
et al. (1984) haben bei dieser Konzentration eine Reduktion der SAH-
Hydrolase-Aktivitat um mehr als 95% verzeichnet. Bei dieser Ado-2,3"-Dial-
Konzentration betrégt das MP jedoch 7,7 + 1,3. Dies ist darauf zurlickzufthren,
dass nicht nur SAH durch Inhibition der SAH-Hydrolase akkumuliert, sondern
auch die SAM-Konzentration durch den inhibitorischen Effekt, den SAH auf alle
SAM-abhangigen Transmethylierungsreaktionen ausiibt, ansteigt und damit der
SAM/ SAH-Quotient nicht im gleichen AusmaB abfallt wie die SAH-Hydrolase-
Aktivitat. Bei weiterer Erh6hung der Ado-2°,3"-Dial-Konzentration bis 30 uM ist
die SAH-Hydrolase-Aktivitat nach 24 h Inkubation mit unserer Methode kaum
noch messbar. Aufgrund der Ergebnisse bei der Ermittlung der Uberlebensrate
der Zellen, die ergeben haben, dass der Anteil vitaler Zellen an der
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Gesamtzellzahl bis zu einer Ado-2°,3"-Dial-Konzentration von 30 uM nicht
gesunken ist, ist anzunehmen, dass dennoch bis zu dieser Ado-2°,3"-Dial-
Konzentration Aktivitat besteht, die jedoch mit unserer Nachweismethode nicht
detektierbar ist. Die Tatsache, dass nach Hemmung des Enzyms durch Ado-
2°,3"-Dial fast keine SAH-Hydrolase-Aktivitdt nachweisbar ist, spricht dafur,
dass Ado-2°,3"-Dial nach 24 h Inkubation fest und irreversibel an die SAH-
Hydrolase bindet. Diese Beobachtung wurde auch von anderen Arbeitsgruppen
gemacht (107).
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5. Zusammenfassung

In der dargelegten Arbeit wurde das Methylierungspotential (MP) der

HepG2-Zellen, einer humanen hepatozellularen Tumorzelllinie verandert und

der Einfluss dessen auf die Expression ausgewahlter Gene untersucht. Die

Untersuchungen brachten folgende Ergebnisse:

1.

HepG2-Zellen haben unter Kontrollbedingungen ein MP von 57,6 + 7,4,
einen SAH-Spiegel von 0,04 + 0,003 nmol/10”Zellen und einen SAM-
Spiegel von 1,8 + 0,15 nmol/10’Zellen.

Adenosin-2°,3"-Dialdehyd (Ado-2°,3"-Dial), ein potenter SAH-Hydrolase-
Hemmestoff vermindert das MP in den HepG2-Zellen konzentrationsab-
héangig von 57,6 (Kontrolle) auf 1,2 (30 uM Ado-2",3"-Dial).

Die inhibitorische Wirkung von 30 uM Ado-2",3"-Dial auf das MP ist zeit-
abhangig: Das MP sinkt bereits nach 'z h Inkubation von den urspringli-
chen 57,6 = 7,4 auf 2,5 + 0,1 und erreicht nach einer Inkubationsdauer
von 24 h einen Wert von 1,2 + 0,02.

Die Energieladung der HepG2-Zellen wird durch ein verédndertes MP
nicht beeinflusst.

Ado-2°,3"-Dial hat bis zu einer Konzentration von 30 uM keinen Einfluss
auf die Vitalitat der Zellen.

Mittels real time-PCR-Analysen wurde gezeigt, dass ein verandertes MP
die Expression der ausgewéahlten Gene unterschiedlich beeinflusst.
Wahrend ein MP von 1,2 die Erythropoetin- (Epo) und VEGF-A-mRNA-
Expression signifikant senkt, bleibt die Expression der SAH-Hydrolase
und von Cyclophilin unverandert.

Auf Proteinebene konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte Epo-
MmRNA-Expression mit einer verminderten Epo-Proteinsynthese
einhergeht.

Die Aktivitat der SAH-Hydrolase von HepG2-Zellen hat unter Kontrollbe-
dingungen einen Wert von 4 + 0,3 U. Bereits bei einer Ado-2,3"-Dial-

Konzentration von 1 pM ist die Aktivitat auf 0,16 U reduziert.
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