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1  Einleitung

1.1. Transmethylierungen in der Zelle

Die Rolle der biologischen Transmethylierungsreaktionen, die sowohl fir das
Zellwachstum als auch fir die Zellfunktion von entscheidender Bedeutung sind,

wurde 1996 von Chiang et al. (1) zusammengefasst (Abb. 1).
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Abbildung 1: Uberblick tiber die verschiedenen Methylierungsakzeptoren einer Zelle.
DNA: Desoxyribonukleinsaure; RNA: Ribonukleinsdure; rRNA: ribosomale RNA;
MRNA: Messenger RNA; tRNA: Transfer RNA.

Eine der wichtigsten Funktionen stellt die Methylierung von Nukleinsauren dar.
Die haufigste, noch wahrend der Replikation stattfindende Modifikation von
DNA in Eukaryonten (2), ist die Methylierung des Cytosinrests an der Position
5" des Pyrimidinrings. Sie tritt vor allem im Kontext von CpG-Dinukleotiden auf,
die in der DNA unterschiedlich haufig verteilt sind. CpG-Inseln findet man meist
in der 5-Region der Gene. Sie kommen gehauft in Promotor-Regionen von

“housekeeping genes* vor (3). Vor transkriptionell aktiven Genen sind CpG-
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Inseln nicht methyliert. Werden die CpG-Inseln im Promotorbereich methyliert,
kann dies die Transkription des nachgeschalteten Genes verhindern, was die
zellulare Differenzierung beeinflussen kann (4). Andere Transkriptionsfaktoren
wiederum verlieren dadurch nicht an Aktivitdt und kénnen trotz Methylierung
ihrer jeweiligen Bindungsstellen an den Promotor binden, wodurch eine
Transkription nicht unterbunden wird (5).

Evolutionsgenetisch betrachtet ist die DNA-Methylierung aul3erdem ein
.Marker, um zwischen arteigener und artfremder DNA, vor allem in Bakterien,
zu unterscheiden. Bakterien erkennen die DNA an kurzen Folgen von
Nukleotiden, deren Restriktionsendonukleasen andersartig methylierte DNA
spalten. Somit wird die eingedrungene Fremd-DNA zerstort, wahrend die
eigenen DNA-Sequenzen als solche erkannt werden. Diese biochemischen
Modifikationen betreffen vor allem die Nukleotide Adenin und Cytosin (6).

Methylierungsvorgange an der DNA spielen auf3erdem eine wichtige
Rolle bei der Zellteilung und in der Entwicklung neuer Organismen sowie beim
Imprinting autosomaler Gene. Dabei wird eines der elterlichen Allele methyliert
und somit inaktiviert (7). Auch eines der beiden X-Chromosomen liegt in
weiblichen Saugetierzellen inaktiviert als Barr-Koérperchen vor. Hier sind
ebenfalls viele Cytosinreste in den CpG-Inseln methyliert (6).

Der Methylierungsstatus spielt auch bei der Karzinogenese eine wichtige
Rolle. So kann das instabile 5-Methylcytosin tber eine spontane hydrolytische
Desaminierung zu Thymin selbst mutationsauslésend wirken, wahrend die
Desaminierung der reguléren Base Cytosin zu Uracil fuhrt. Fur mehr als 30 %
aller Punktmutationen wird als Ursache die Transition von 5-Methylcytosin zu
Thymin angenommen, was bedeuten wirde, dass die Methylierung von
Cytosin-Resten das Mutationspotential um den Faktor 10 erhéht (8). Auch
Hypermethylierung wird mit Tumorentstehung assoziiert. So wird in Tumoren oft
eine Hypermethylierung normalerweise unmethyliert vorliegender CpG-Inseln in
Promotorregionen beobachtet. Als Folge wird eine verminderte Transkription
von Tumorsuppressorgenen angenommen und somit eine Inaktivierung der
Tumorsuppression (9). Tatsachlich konnte flr die Hélfte aller Tumorsuppressor-

gene, so z. B. pl16, VHL und p53, in Zellkulturen von Mamma-, Prostata-,
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Nieren- und Kolontumoren eine CpG-Hypermethylierung nachgewiesen werden
(10,11,12). Parallel zu der nachweisbaren Hypermethylierung wird jedoch eine
globale Hypomethylierung der Tumorzellen-DNA beobachtet, so dass eine
pauschale Aussage zum Zusammenhang zwischen Hypermethylierung und

Tumorerkrankung schwer zu treffen ist (9).

Neben der DNA-Methylierung spielt auch die Methylierung der RNA eine
wichtige Rolle. Die Methylierung der rRNA von Saugern ist die Vorraussetzung
fur die Reifung des 45S rRNA-Vorlaufers zu 18S und 28S rRNA (13). Sie
beeinflusst die Anlagerung der rRNA an Proteine bei der Bildung der
Ribosomen, den Transport ins Zytoplasma sowie die Interaktion mit
Zellfaktoren (1).

Die Methylierung des 5'-terminalen Caps ist ein allgegenwartiges
Merkmal eukaryotischer hnRNA und vor allem mRNA. Es wird durch
Guanyltransferasen und Methylasen zumeist im Zellkern aber auch im
Zytoplasma katalysiert (14). Diese mRNA-Methylierung spielt eine wichtige
Rolle fir die Reifung und den Export der mRNA aus dem Zellkern sowie fur die
Interaktion mit Ribosomen. Somit ist die Cap-Methylierung der mRNA die
Bedingung fur eine wirksame Translation und dient gleichzeitig als Schutz vor
Abbau durch Nukleasen (15). Da aul3er eukaryotischer auch virale mRNA Uber
5’-terminale Cap-Strukturen verfuigt, kommt deren Methylierung auch hier eine
grol3e Bedeutung zu, da sie z.B. bei Reoviren deren Translation beschleunigt
(16). Auch tRNA wird durch Methylierungen modifiziert. Sie beeinflusst die

Proteinsynthese auf der Ebene der Codon-Anticodon Erkennung (17).

Weiterhin werden Proteine und Phospholipide methyliert. Die posttranslationale
Methylierung von Proteinen steht im Zusammenhang mit Signaltransduktion (1),
mit Reparaturvorgdngen an der Zellmembran und mit Zellmotilitdt (18). Eine
Stressadaption erfolgt durch die Methylierung von Hitzeschockproteinen (19).
Die Methylierung von Phospholipiden lauft dber drei aufeinander
folgende Methylierungen von Phosphatidylethanolamin tber Phosphatidyl-N-

Monomethylethanolamin zu Phosphatidylcholin, welches eines der quantitativ
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wichtigsten Phospholipide von Membranen in Vertebraten darstellt (20). Die
Rolle der Methylierung von Phospholipiden wird ferner im Zusammenhang mit
Zellwachstum und Karzinogenese betrachtet (1,21). Aul3erdem beeinflussen die
Methylierung von Phospholipiden (22), wie auch die Carboxylmethylierung von
Proteinen (23,24) die leukozytare Chemotaxis, welche bei Entzindungs-

reaktionen von Bedeutung ist.

1.2. S-Adenosylmethioninund S -Adenosylhomocystein

Die Methylierung von DNA, RNA, Proteinen und Phospholipiden wird durch
Methyltransferasen vermittelt, die S-Adenosylmethionin (SAM) als Substrat
verwenden. SAM wurde 1952 von Cantoni entdeckt und ist heute als der
wichtigste Methylgruppendonor flir den Metabolismus von Neurotransmittern
und Hormonen, wie z.B. Dopamin, Histamin, Melatonin, Noradrenalin und
Adrenalin bekannt (25,26).

SAM entsteht aus Methionin und ATP (Abb. 2), katalysiert durch die Methionin-
Adenosyltransferase (MAT), indem der Adenosylrest von ATP auf Methionin
Ubertragen wird (27). Zwei verschiedene Gene kodieren fur die MAT. MAT 1A
wird nur in der Leber, MAT 2A wird hingegen in extrahepatischem Gewebe und
in der fetalen Leber exprimiert (28-30). Bei der Entstehung von Lebertumoren
findet eine Umschaltung in der Expression von MAT 1A zu MAT 2A statt, was
vermuten lasst, dass die MAT 2A mit schnellerem Zellwachstum in der Leber
korreliert (31). Eine Inhibition der MAT mittels chemischer Agenzien ist
allerdings kaum maoglich (32).

SAM wird nach Transfer einer Methylgruppe im aktiven Zentrum der
Methyltransferase zu S-Adenosylhomocystein (SAH) konvertiert (27). In
Eukaryonten wird SAH durch die SAH-Hydrolase (SAHH) in einem reversiblen,
NAD-abhangigen (33) Hydrolysevorgang zu Adenosin und Homocystein
umgewandelt (34,35).
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S-Adenosylmethionin

Pi+PPi
Methylakzeptor: MAT
z.B. DNA, RNA, Proteine ATP

Methyltransferasen
\ Methylierte Produkte
S-Adenosylhomocystein Methionin

Dimethylglycin

SAH-Hydrolase CH,THF CHMT

Betain

Adenosin + Homocystein —— Cystathionin

Adenosin- Adenosin- Cystathionin
Kinase Desaminase B-Synthase

ATP 55 ADP %5 AMP Inosin

Abbildung 2: Uberblick uber den intrazellularen SAM-, SAH- und Adenosin-
Metabolismus. Da SAH ein Produktinhibitor SAM-abhangiger Transmethylierungen ist,
ist dessen schnelle Entfernung durch die SAHH wichtig fir einen ungestorten Ablauf
von Methylierungsreaktionen in der Zelle. SAH: S-Adenosylhomocystein;
THF:Tetrahydrofolat; METH:  5-Methyltetrahydrofolat:Homocystein-S-Methyltrans-
ferase; DMG: Dimethylglycin; BHMT: Betain:Homocystein-S-Methyltransferase; MAT:
Methionin-Adenosyltransferase; ATP: Adenosintriphosphat; P;:  anorganisches

Phosphat; PP;: anorganisches Pyrophosphat; AMP: Adenosinmonophosphat (36).

Das Gleichgewicht der von der SAHH katalysierten Reaktion bevorzugt die
Synthese von SAH mit Keq von 10® M (35). Unter physiologischen Bedingungen
werden jedoch beide Reaktionsprodukte schnell metabolisiert; Adenosin durch
die Adenosinkinase oder durch die Adenosindesaminase, Homocystein durch
die Methioninsynthase oder durch die Cystathionin-p-Synthase. Daher herrscht

in vivo die Hydrolyse von SAH vor (35,37).

Der Quotient aus SAM und SAH wird als Methylierungspotential (MP)
bezeichnet und ist ein Indikator fur den zellularen Methylierungsstatus. Da SAH

ein potenter Hemmstoff vieler SAM-abhéngiger Methyltransferasen ist und die
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Aktivitdt der SAHH die intrazellularen SAH-Spiegel kontrolliert (38,39),
beeinflusst die SAHH indirekt Transmethylierungsprozesse.

Unter verschiedenen pathophysiologischen Umstédnden, wie z. B. bei
Patienten mit Diabetes mellitus (40), Plazenta-Insuffizienz (41) und
GefalRerkrankungen (42), konnte ein verringertes MP nachgewiesen werden.
Die Konzentration von SAH kann in der Zelle tUber zwei Mechanismen
ansteigen: entweder durch Stimulation der Bildung oder durch Hemmung der
SAHH. In vivo konnte gezeigt werden, dass die durch Ischamie hervorgerufene
Erhéhung der SAH-Konzentration tUber eine Hemmung der SAHH zustande
kommt (36). Dabei inhibiert das vermehrt gebildete Adenosin die SAHH und
fuhrt zur Akkumulation von SAH. Der Quotient aus SAM und SAH fallt
dementsprechend ab.

Eine Erhohung der intrazellularen SAH-Konzentration kann aber auch
durch exogene Zugabe der Substrate fur die von der SAHH katalysierten
Ruckreaktion, Adenosin und Homocystein, erzielt werden. Unter diesen
Bedingungen Uberwiegt die Synthese von SAH und fuohrt somit zur
Akkumulation und Produktinhibition (35). Auch hohe Konzentrationen an SAM
lassen die SAH-Konzentration in vitro ansteigen (43), wahrend dies in vivo nicht
der Fall zu sein scheint (44).

Die SAHH kann aber auch durch synthetische Nukleosidanaloga
gehemmt werden. So wurde in Hepatozyten mit 3-Desazaadenosin (DZA),
einem Adenosinkinasehemmstoff, eine Hemmung der SAHH Uber einen
Anstieg der Adenosin-Konzentration gezeigt. Da DZA nicht desaminiert wird,
fungiert es gleichzeitig als Substrat der SAHH in Richtung der Synthese und
wird zu S-Nukleosidylhomocystein [DZA+Homocystein—~DZA-Homocystein]
umgewandelt (45). Somit hemmt auch DZA Methylierungsreaktionen, wenn
auch uber einen Anstieg der S-Nukleosidylhomocystein-Konzentration.

Ein weiterer potenter Hemmstoff der SAHH ist Aristeromycin (46). Allerdings
hemmt Aristeromycin auch die Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase, die fur
die Wiederverwendung von Hypoxanthin und Guanin zustandig ist (47). Auch
Adenosin-2°,3"-Dialdehyd (Ado-Dial), welcher durch Oxidation aus Adenosin

gebildet wird, ist sowohl in vitro als auch in vivo ein potenter, irreversibler
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Hemmstoff der SAHH (48). Da Ado-Dial keinen Effekt auf die SAM-, DNA oder
RNA Synthese hat und auch nicht als Substrat dient, ist es ein brauchbares
Hilfsmittel, um den Einfluss eines erhdhten SAH-Spiegels auf SAM-abhangige
Transmethylierungen zu untersuchen (49). Ado-Dial bewirkt schon in
nanomolarer Konzentration eine rasche und komplette Inaktivierung der SAHH,
was in intakten Zellsystemen zu einem Anstieg von SAH fuhrt. Als Konsequenz

davon sind zellulare Transmethylierungsreaktionen gestort (50).

Die SAHH als Angriffspunkt und deren Hemmung bilden die Grundlage fur
antivirale, immunsuppressive und anti-inflammatorische Effekte vieler
azyklischer und carbozyklischer Adenosin-Analoga (51,52). Als Wirkungs-
mechanismus wird die Hemmung der Methylierung der 5-Cap-Struktur viraler
MRNA angenommen, die wesentlich fir die Virenvermehrung und die
Replikation ist (52,53). So konnte z. B. gezeigt werden, dass oberflachlich
angewandtes Adenosin antivirale Reaktionen in der Herpestherapie zeigt (54).
Auch diese Wirkung beruht vermutlich auf einer Erh6hung der intrazellularen
SAH-Konzentration mit nachfolgender Hemmung von Methylierungsreaktionen.
Hemmung der SAHH fihrt in vitro zur Hemmung der T-Zell-Proliferation (55).
Als  mutmallicher Wirkungsmechanismus wird die Hemmung der
Phosphatidylinositolkinase durch SAH angenommen, einem Enzym, das an
diesem Second-messenger-Signalweg in der Zelle beteiligt ist (56). Aul3erdem
wird dieses Enzym fiur die T-Zell-Aktivierung benétigt (57). Die Beobachtung,
dass Lymphozyten eine starkere Abhangigkeit von Methylierungsvorgangen
aufweisen als andere Zelltypen (58), ruckte die SAHH als spezifisches,
pharmakologisches Zielmolekul im Bereich immunsuppressiver und anti-

inflammatorischer Therapie ins Licht (59).

1.3. Hypoxie als pathophysiologischer Zustand

Verminderung des Sauerstoffpartialdruckes in der Umgebung zwingt
verschiedene Zellen oder Gewebe in unterschiedlicher Art und Weise zur
Adaption. Dies druckt sich zum Beispiel in einer verdnderten Genexpression
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aus, die zu erhohter Transkriptionsrate von Angiogenesefaktoren,
Hamatopoesefaktoren und einiger metabolischer Enzyme fuhrt (60). Die
Anpassungsfahigkeit  variiert zwischen verschiedenen Spezies und
verschiedenen Zelltypen sehr stark (61). Zellen von Saugetieren kbnnen eher
schlecht mit Sauerstoffmangel umgehen und sterben daher unter Hypoxie ab
(62). Da ein verandertes MP, vermutlich Uber eine Hemmung der mRNA-
Methylierung, die Genexpression beeinflussen kann, ist eine Untersuchung des
MP unter hypoxischen Bedingungen von Interesse. Besondere Aufmerksamkeit
gewinnen dabei transformierte Zellen, da diese in ihrer frihen
Tumorentwicklung, vor allem bei schnell proliferierenden Tumorarten, beinahe
immer ein hypoxisches Stadium durchlaufen (63). Da Hypoxie die Expression
einer Vielzahl von Genen, wie z.B. des gefallendothelialen Wachstumsfaktors
(VEGF) (64), glykolytischer Enzyme (65) und der induzierbaren NO-Synthase
(INOS) (64-66) bewirkt, konnte ein hypoxisches Stadium im Zusammenhang mit
einem erhohten MP sogar einen Vorteil flr die transkriptionelle Aktivitat und

schnelle Proliferation in Tumorzellen darstellen.

Ratten, die sowohl akuter (3 % O, Uuber wenige Stunden) als auch
physiologischer (10 % O, Uber mehrere Tage) Hypoxie ausgesetzt waren,
zeigen verringerte SAM-Konzentrationen sowie verringerte MAT-mRNA-Spiegel
und verringerte MAT-Aktivitdt (67). Besondere Bedeutung kommt der
Beobachtung zu, dass Methyl-Mangelerndhrungen (Mangel an Methionin,
Cholin, Folsaure oder Vitamin Bi;) spontane Hepatome in Laborratten ohne
exogenes Karzinogen provozieren (68,69). Auch diese Tiere haben subnormale
SAM-Werte, hypomethylierte DNA und gesteigerte Aktivitaiten von tRNA-
Methyltransferasen (70). Gleiche Ergebnisse liefert eine Studie, die Ratten bei
einer normalen Diat, die fur ausreichend ATP und Methionin sorgt, chronischer
Hypoxie aussetzt (71). Allerdings taucht ein signifikanter Abfall erst nach 10
Tagen auf. Da die SAH-Konzentrationen in diesen Tieren konstant blieben, zog
man den Schluss, dass der Abfall des SAM-Spiegels allein fir die DNA-
Hypomethylierung verantwortlich ist. Eine weitere Studie mit Rattenleberzellen

in Kultur belegt diese Ergebnisse. Auch hier zeigt sich unter hypoxischen
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Bedingungen ein Abfall der SAM-Konzentrationen neben gleich bleibender
SAH-Konzentration. Diese Situation fuhrt zu einem verringerten MP (72).
AulRerdem wurde beobachtet, dass der Spiegel von Glutathion, welches fir die
antioxidative Abwehr ndétig ist und in vivo die MAT-Aktivitat reguliert (73,74),
unter Hypoxie erniedrigt, wahrend iNOS erhoht ist (72). NO fungiert als starker
Inhibitor der MAT in der Rattenleber und fuhrt sowohl in vitro als auch in vivo
zur Inaktivierung dieses Enzyms (75), was den Grund flr die verringerte SAM-
Konzentration liefert. Anders jedoch scheint die Hepatomzelllinie H35 resistent
gegeniber Hypoxie zu sein, da deren MAT-mRNA-Expression unter Hypoxie
nicht verandert ist (Ubersicht in (72)). Diese Beobachtung konnte fir die
Selektion von Hypoxie-resistenten Subpopulationen in der Entwicklung solider
Tumoren wichtig sein (76).

SAM-Mangel bei hepatischer Insuffizienz wird daher als Drehpunkt in der
spontanen Karzinogenese betrachtet, was durch exogene Zufuhr von SAM
komplett verhindert werden kann (77). Verschiedene Untersuchungen haben
gezeigt, dass die SAM-Konzentration unter bestimmten Bedingungen, wie z. B.
bei alkoholischer oder viraler Leberzirrhose (78,79), septischem Schock (75)
und anderen experimentellen Modellen des Leberschadens (73) vermindert ist.
Dabei ist allen Bedingungen verringertes Sauerstoffangebot im hepatischen
Parenchym gemeinsam. Dennoch zeigen Zirrhosepatienten im Gegensatz zum
Tiermodell trotz eines 50-60 % Abfalls der hepatischen MAT-Aktivitat keine
veranderten SAM-Werte (73).

Sauerstoff in der Umgebung wird von den meisten Zellen durch Bindung von O,
an Hamproteine wahrgenommen. Dies ist ein Signal fur Transduktions-
vorgange, die zur Genexpression fuhren. Unterstiutzt wird diese Beobachtung
unter anderem durch die Tatsache, dass verschiedene Ubergangsmetalle, wie
z. B. Cobalt, Hypoxie nachahmen kdnnen, indem sie an den Porphyrinring im
Hamteil binden und Eisen substituieren. Dadurch wird es unmdéglich, Sauerstoff
zu binden (80). Einen Beleg dafiir zeigen Untersuchungen an Hepatozyten, die
mit 50 puM Cobaltchlorid (CoCly) inkubiert waren. Diese zeigen ebenfalls

verringerte MAT- und mRNA-Konzentrationen (72).



Einleitung

Die Transkription Hypoxie-induzierbarer Gene wird in den meisten Féllen durch
den Transkriptionsfaktor HIF-1 vermittelt. Dieser wird unter Hypoxie oder CoCl,
aktiviert (81). HIF-1 besteht aus zwei Untereinheiten (82): wahrend die eine,
ARNT (Aryl Hydrocarbon Rezeptor Nuklear Translokator), standig exprimiert
wird, wird die andere, HIF-1a, unter Normoxie durch Ubiquitinierung mit Hilfe
des von Hippel-Lindau-Proteins (pVHL) durch Proteasomen abgebaut. Diese
Komplexbildung zwischen pVHL und HIF-1a wird durch Hypoxie oder CoCl,
verhindert (83). Unter Hypoxie gelangt HIF-1 a in den Zellkern, wo er an ARNT
bindet. HIF-1 induziert die Expression zahlreicher Gene, die fiir die Adaption an
die durch Sauerstoffmangel hervorgerufene neue Situation wichtig sind, wie z.
B. Glukose-Tranporter-1, VEGF und verschiedene glykolytische Enzyme (84).

Hypoxie kann Apoptose hervorrufen (85). Andererseits kann Hypoxie aber auch
vor apoptotischem Zelltod schitzen, der z.B. durch Chemotherapeutika
induziert wird, (86). Dieser Gegensatz fuhrt zu der Annahme, dass HIF-1

einerseits pro- andererseits antiapoptotisch wirkt.
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1.4 Zielsetzung

In dieser Studie sollten zwei Hepatomzelllinien, HepG2 und Sk-Hep-1, zwei
extrahepatische Zelllinien, HeLa und MCF-7, sowie eine embryonale Zelllinie,
Hek-293 auf ihr MP untersucht werden. Zunachst wurde der physiologische
Zustand der Zellen unter Kontrollbedingungen untersucht, um zu sehen, welche
Abweichungen des MP mit der Aufrechterhaltung einer normalen Zellfunktion
vereinbar sind. Dies wurde der Situation unter Hypoxie gegenuberstellt, da
Hypoxie bei Tumorzellen von grofRer Bedeutung ist. Die Methylierungsaktivitat
sollte bei Hek-293-Zellen weiterhin im Zusammenhang mit der Wirkung von

CoCl,, einer Hypoxie-imitierenden Substanz, untersucht werden.

In einer weiteren Versuchsreihe sollte mit Hilfe von Ado-Dial die SAHH gezielt
gehemmt werden. SAHH kontrolliert die intrazellularen SAH-Konzentrationen

und beeinflusst somit Methylierungsreaktionen in der Zelle.

Bei diesen Experimenten wurde neben der SAHH-Aktivitat auch die
Uberlebensfahigkeit der Zellkulturen unter den verschiedenen Bedingungen
gemessen. Um zu untersuchen, ob das MP mit Anderungen des Energie-
metabolismus im Zusammenhang steht, wurden auch die Konzentrationen der

Adeninnukleotide bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1. Untersuchungsgut

Fur die durchgefihrten Experimente wurden vier verschiedene humane
Tumorzelllinien sowie eine humane nicht-Tumor-Zelllinie verwendet. (Tab. 1
und Abb. 3). Bei den Tumorzelllinien handelte es sich dabei um die humane
Hepatomzelllinie HepG2 (87;88), die humane Leber-Adenokarzinomzelllinie Sk-
Hep-1 (89-91), die humane Cervix-Karzinomzelllinie HeLa (92) sowie die
humane Mamma-Adenokarzinomzelllinie MCF-7 (93). Als Beispiel flur eine
Nicht-Tumor-Zelllinie diente die humane embryonale Nierenzelllinie Hek-293
(94). Alle Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen.

Tabelle 1: Die fur die Studie verwendeten Zelllinien und ihre besonderen Merkmale

Zelllinie Ursprung Morphologie Eigenschaften
HepG2 Humane adharent und keine Genome des Hepatitis-B
Hepatomzelllinie epithel-ahnlich als | Virus; Expression einer Vielzahl
Monolayerkultur von Proteinen
Sk-Hep-1 | Humane Leber- epithel-ahnlich als
Adenokarzinom- Einzellschicht
zelllinie
HelLa Humane Cervix- epithel-dhnlich als
Karzinomzelllinie Einzellschicht
MCF-7 Humane Mamma- | epithel-&hnlich als | positiv fir zytoplasmatische
Adenokarzinom- Einzellschicht Ostrogenrezeptoren; Bildung
zelllinie von kuppelférmigen
Zellanordnungen (domes)
Hek-293 | Humane adharent und durch Adenovirus Typ 5
embryonale fibroblasten- transformiert; Risikokategorie 1
Nierenzelllinie ahnlich als
Einzellschicht
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Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahmen von A: HepG2-Zellen; B: Sk-Hep-1-Zellen;
C: HelLa-Zellen; D: MCF-7-Zellen; E: Hek-293-Zellen. Die Zellen wurden mit einem
Fluoreszenzmikroskop, Nikon Eclipse TE2000-U, und einem Objektiv der
VergroRerung 40 x in einer Nomarski-Optik fotografiert.
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2.2. Kultivierung der Zelllinien

Alle Zellen wurden bei 37 €T in einem Brutschrank mit 5 % CO,und 21 % O, in
einer wasserdampfgesattigten Atmosphare kultiviert. Dem jeweiligen Kultur-
medium (Tab. 2) wurde 10 % hitzeinaktiviertes (1 h, 58 T) SNK und Penicillin
(100 U/ml)/Streptomycin (100 upg/ml) zugesetzt. Alle 2-3 Tage wurde das
Medium erneuert. Jeweils zuvor wurden die Kulturen auf maogliche
Kontaminationen mikroskopiert. Da Sk-Hep-1- und Hek-293-Zellen alle 3-4
Tage subkultiviert wurden, war hier keine zusétzliche Mediumerneuerung notig.
Alle fur die Kultivierung erforderlichen Medien und Substanzen wurden von

Invitrogen bezogen.

RPMI: 1640

Medium, flissig mit L-Glutamin; MEM: Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen,

Tabelle 2: Kaultivierungsbedingungen der verschiedenen Zelllinien;

flissig mit L-Glutamin.

o _ _ Subkultivierung
Zelllinie Medium | Verdopplungszeit (h)
Verfahren | Haufigkeit (pro Woche)

HepG2 RPMI 50-60 Trypsin einmal

Sk-Hep-1 | RPMI 30 Trypsin zweimal

HelLa MEM 48 Trypsin einmal

MCF-7 RPMI 50 Trypsin einmal

Hek-293 MEM 20-24 Abspllen zweimal

2.3. Subkultivierung der Zelllinien

Die Zellkulturen wurden in Abhangigkeit vom Zelltyp alle 3-7 Tage, spatestens

jedoch bei Erreichen der Konfluenz, unter Verdinnung aus dem alten
Kulturgefa3 in ein neues subkultiviert (,passagiert’). Bei stark adharent
wachsenden Zellen erfolgte das Passagieren mit Hilfe einer Trypsin/EDTA-
Ldsung (0,05 %/0,02 % in PBS, pH 7,2). Nach Absaugen des alten Mediums
wurden die Zellen zunéchst mit 5 ml PBS gewaschen, um die im serumhaltigen
Medium vorkommenden Trypsininhibitoren zu entfernen. Nach Zugabe von 2 m|

vorgewarmter Trypsin/EDTA-L6sung und kurzem Schwanken der Kulturflasche
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(250 ml, 75 cm? Greiner) wurden die Zellen 4-6 Minuten lang bei 37 C
inkubiert, um je nach Zelllinie eine optimale Trypsinwirkung zu erreichen.
Wahrend dieser Zeit losten sich die Zellen grof3tenteils vom Boden der
Kulturflasche ab; nicht abgeloste Zellen konnten durch leichtes Abklopfen
anschlieBend in Suspension gebracht werden. Durch Zugabe von
serumhaltigem Medium wurde die Wirkung des Trypsins abgestoppt. Nicht nur
eine sofortige Inaktivierung des Trypsins wird dadurch erreicht sondern auch
das zytotoxische EDTA wird gebunden. Nach sorgfaltigem Abspilen des
Flaschenbodens mittels einer Pipette, wurden die Zellen resuspendiert. Da die
HepG2-Zellen beim Trypsinierungsprozess Zellhaufen bilden, wurden diese
zusatzlich mit einer Kantle vereinzelt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer
Zahlkammer nach Neubauer ermittelt, so dass die Zellen in der gewinschten
Dichte (0,5-1,5 x 10° Zellen/cm?) ausgeséat werden konnten. Um den initialen
Anheftungsprozess nicht zu beeintrachtigen, wurden die Zellen in den nachsten
48 Stunden nicht manipuliert. Eine frische Mediumerneuerung erfolgte jeweils
nach 2-3 Tagen.

Hek-293-Zellen, die lose an die Kulturschale (94 mm im Durchmesser,
16 mm hoch; Greiner) angeheftet sind, konnten durch mehrfaches Spilen
mittels einer Pipette mit neuem Medium in Suspension gebracht und im
Verhéltnis 1:2 bis 1:4 neu ausgesat werden. Das Aussaen der Zellen in
Kulturschalen statt -flaschen erleichterte die Gewinnung mdglichst vieler Zellen

durch diesen Spilvorgang.

2.4. Kryokonservierung und Revitalisierung der Zellen

Die Kryokonservierung wurde sowohl als Schutz vor Verlust der Zelllinie bei
Kontamination als auch zur Aufbewahrung von Zellen angewendet. Die
Lagerung in Flussigstickstoff bei —196 T bewahrt die Zellen vor genetischer
Variabilitatt und bringt sowohl die Stoffwechselaktivitat als auch die
Zellvermehrung vollstandig, aber reversibel zum Erliegen.

Als Einfriermedium diente das jeweilige Medium, welchem 20 % SNK
und 10 % DMSO (Invitrogen) zugeflugt wurde. DMSO schitzt die Zellen
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wahrend des Einfrierens vor der irreversiblen Zerstorung durch Eiskristalle. Da
DMSO bei Erwdrmung Uber etwa 10 T giftig wird, musse n die Praparate

wahrend des Einfriervorganges immer gut gekuhlt werden.

Die Behandlung erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurden konfluent wachsende
Zellen mit Hilfe von Trypsin abgelost , durch Einfriermedium A (Medium mit 32
% SNK) vom Boden der Zellkulturflasche gespltilt und in Zentrifugenréhrchen
suspendiert. Hek-293-Zellen wurden direkt mit Einfriermedium A abgespdlt.
Wahrend die Zellen bei 200 x g 10 Minuten abzentrifugiert wurden, konnte man
die Kryorohrchen mit jeweils 500 pl Einfriermedium B (Medium mit 8 % SNK
und 20 % DMSO) versehen und auf Eis stellen, um die schadigende Wirkung
von DMSO auf die Zellen einzuschranken. Der Uberstand der abzentrifugierten
Zellen wurde bis auf 500 pl abgesaugt. Die Zellen wurden dann mit Hilfe einer
Pipette in die vorbereiteten Kryoréhrchen uUberfihrt. Die Zellen, die in
Kryoréhrchen suspendiert waren, wurden in einem geschlossenen
Styroporbehélter bei -80 T fur 24 h eingefroren. Danach wurden sie in eine m
Flissigstickstoffbehalter mit —-196 € gelagert. Dieses Verfahren der
Kryokonservierung hat sich fur das Uberleben der Zellen bewéhrt.

Zur Revitalisierung der Zellen wurde ein Auftaumedium mit dem bendtigtem
Medium, 20 % SNK sowie Penicillin/Streptomycin vorbereitet. Die Zellen
wurden zunachst solange bei 37 T aufgetaut, bis gerade der letzte Eiskern
verschwunden war. AnschlieRend wurde die Zellsuspension sofort zu 10 ml
Auftaumedium pipettiert und die neue Suspension bei 200 x g 10 Minuten lang
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 1 ml verworfen. Die Zellen wurden
dann in Medium mit 20 % SNK resuspendiert und die Suspension auf
Kulturflaschen oder —schalen verteilt.

2.5. Inkubation der Zellen mit pharmakologischen Substan zen

Eine Inkubation der Zellen mit den verschiedenen Substanzen oder unter

Hypoxie erfolgte fir einen Zeitraum von 24 Stunden in Kulturschalen (145 mm
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im Durchmesser, 20 mm hoch; Greiner). Hierfir wurde zunachst das alte
Medium verworfen und der Zellrasen mit PBS gespult. Bei allen Verfahren
wurde bei der 24-stindigen Inkubationszeit auf SNK verzichtet, damit die
Versuche unter Kklar definierten und kontrollierten Bedingungen ablaufen
konnten, und es nicht zu einem enzymatischen Abbau der exogen applizierten
Substanzen durch im SNK eventuell enthaltenen Enzyme kam. Fir jedes
Experiment wurden Kontrollzellen, die mit Medium und Penicillin/Streptomycin
inkubiert wurden, mit untersucht. Weiterhin wurden Zellen mit Ado-Dial (Sigma)
sowie CoCl, (Sigma) inkubiert. Zun&achst wurde davon jeweils eine
Stammlosung in Tris/HCI (20 mM, pH 7,4) hergestellt. Fur das Experiment
wurde diese mit Medium und Penicillin/Streptomycin im gewlnschten Verhaltnis
verdinnt und auf dem Zellrasen verteilt. Fir die Versuche unter Hypoxie
wurden die Zellen mit dem jeweiligen serumfreien Medium in einer Atmosphére
mit 5 % CO, und bei einem auf 09 kPa (1 % O,;) gesenkten

Sauerstoffpartialdruck inkubiert.

2.6. Bestimmung von SAM, SAH und Adenosin mittels HPLC

Fur diese Messung wurden die Zellen zun&chst wiederum mit PBS (Tab. 3)
gewaschen, durch Trypsin gelést und mit neuem Medium, das
Penicillin/Streptomycin enthielt, auf 15 ml aufgefillt. Hek-293-Zellen wurden
direkt mit neuem Medium abgesplilt und in Suspension gebracht. Je zweimal
100 pl wurden fur die Zellzahlbestimmung entnommen. Die restliche
Zellsuspension wurde bei 200 x g 10 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand
wurde bis auf 2 ml verworfen und der Zellniederschlag in ein neues Eppendorf-
Rohrchen suspendiert. Dann wurde erneut eine Minute lang bei 20000 x g
sedimentiert und der Zellniederschlag noch einmal mit PBS gewaschen.
Anschlieend wurden die Zellen unter Verwendung von 1,2 ml 0,6 M
Perchlorsaure (E. Merck) durch Ultraschall aufgebrochen. Die ausgefallenen
Zellbestandteile wurden durch 10-minltige Zentrifugation bei 20000 x ¢
abgetrennt. Zu 1 ml saurem Uberstand gab man 10 pl 100 pM Methyladenosin
als internen Standard sowie ,Kaliumlésung® (2 M K,CO3z/1 M KH,PO,, pH 9,5,
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E. Merck), um einen fur die Messung optimalen pH-Wert von 5,5 bis 6,5 zu
erreichen. Der restliche saure Uberstand wurde fiir die Bestimmung der
Adeninnukleotide bei -80 T gelagert.

Ein externer Standard wurde ebenfalls hergestellt. Daftr wurden
zunachst 1 mM Stammldésungen von SAM, SAH, Adenosin und Methyladenosin
in 20 mM Tris/HCI pH 7,4 hergestellt, so dass sich eine Konzentration von
jeweils 1 mM ergab (Tab. 4). AnschlieBend wurden die Standards a je 10 pl in
10 ml 0,6 N Perchlorsaure verdinnt und davon 1 ml mit K,CO3s/KH,PO4 (2 M/1
M, pH 9,5) auf den erwtinschten pH-Wert titriert.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Losungen fur die Probenaufarbeitung zur HPLC-

Bestimmung
Losungen Komponenten Menge (pro ) Konzentration
(mM)

PBS pH 7,2 KH,PO, 0,219 1,54

(pH mit NaOH eingestellt) | NaCl 9,009 154
Na,HPO, x 2 H,0O 0,48 g 2,7

Perchlorsdure Perchlorséure 70 % | 26 ml 600
Bidest 468 ml

.Kaliumlésung“ pH 9,5 K,CO3 276,4 ¢ 2000
KH,PO, 136,19 1000

Tabelle 4: Menge zur Herstellung der Standards fur die HPLC-Messung

Substanz Einwaage (mg/10 ml) Konzentration (mM)
SAM (-20 T, Sigma) 4,3 1

nur 70 % rein, daher +30 % 5,6

SAH (Sigma) 3,8 1

Adenosin (Sigma) 2,7 1

Methyladenosin (Sigma) 2,8 1

Das ausgefallene Kaliumperchlorat wurde durch Zentrifugation (5 Minuten bei

20000 x g) abgetrennt. Der gesamte Uberstand konnte fir die Festphasen-
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extraktion Uber Phenylboronatsaulen verwendet werden (BondElut, ICT, Bad
Homburg). Die Saulen wurden zunéchst mit 0,1 M Salzsaure gespuilt, mit 0,1 M
Ameisenséaure solvatisiert und mit Tris (20 mM, pH 7,4)/Methanol (Volumen-
Verhéltnis 7:3) voraquilibriert, so dass anschlieRend eine Adsorption der Proben
stattfinden konnte. Dabei werden alle Verbindungen, die zwei cis-standige OH-
Gruppen haben, gebunden. Die Metabolite wurden nach einem Waschvorgang
mit 10 mM Citratpuffer (pH 8,8) mit 500 ul 0,1 M Salzsdure aus den
Phenylboronatsaulen eluiert und in die HPLC (SYKAM S1000) injiziert.

Die Metabolite im Zellextrakt wurden durch Umkehr-Phase
Chromatographie mit UV-Detektion in Anlehnung an Delabar et al. (95) mit den
folgenden Abanderungen bestimmt. Die Saule wurde bei 30 € mit einer
Flussrate von 1 ml/min und einem niedrigen Druckgradienten durchgespult. Das
Losungssystem mit Laufmittel A (LMA) und Laufmittel B (LMB) (Tab. 5) lieferte
den folgenden Gradienten. Direkt nach Injektion der Probe wurde ein linearer
Gradient gestartet, um LMB auf 15 % bei einer Steigerungsrate von 1,2 %/min
und auf 70 % bei einer Steigerungsrate von 7,5 %/min zu erhéhen. Danach
wurde die Saule mit 70 % LMB 5 Minuten lang und vor der néachsten
Probeninjektion durch einen Autosampler (Marathon, Spark Holland, Emmen,
Niederlande) mit 100 % LMA 10 Minuten lang gespult, um das System erneut
zu aquilibrieren. Aufgetrennt wurden die Proben mit einer Grom-Sil 120 ODS-3
CP-Saule (5 pm, 125 x 4 mm Innendurchmesser.; Grom, Herrenberg) und mit
einem UV-Detektor (Modell 204, Linear Instruments, Fremont, USA) bei 254 nm
nachgewiesen. Die Auftrennung der Probe war nach 30 Minuten beendet.
Sowohl die automatische Probeninjektion, die Aufzeichnung der Daten und die
Quantifizierung der Peakflache wurden mit Hilfe der Peak Simple Software 3.12
(SRI Inc.) durchgefihrt.

Bezogen auf den internen Methyladenosin-Standardwert wurden die
SAM- und SAH-Werte ermittelt. Daraus konnte das MP (SAM/SAH) berechnet
werden. Es wurden sowohl die vorher anhand einer Neubauer Zahlkammer

ermittelte Zellzahl wie auch die Menge des sauren Uberstandes beriicksichtigt.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Laufmittel fir die HPLC-Bestimmung der

Adeninnukleoside

LOsung Komponenten Konzentration Konzentration

Laufmittel A | NH;H,PO, (Sigma) 1,15 g/l 10 mM

(LMA) Heptansulfonat (Fluka) 0,1322 g/l 0,6 mM
Methanol gradient grade (E. Merck) | 30 ml/I 3%

Laufmittel B | NH,H,PO, 0,0575 g/500 ml | 20 mM

(LMB) Heptansulfonat 0,0661 g/500 ml | 0,6 mM
Methanol gradient grade 15 ml/500 ml 3%
Acetonitril (E. Merck) 50 ml/500 ml 10 %

2.7. Bestimmung der Zellvitalitat

Um die Auswirkung der verschiedenen Behandlungen auf Zellvitalitat zu
untersuchen, wurde die Anzahl der lebenden sowie der toten Zellen mit Hilfe
eines elektronischen Zahlgerates bestimmt. Das Zellzahlgerat ,CASY® Modell

TT" (Scharfe System, Reutlingen) arbeitet nach dem Widerstandsprinzip.

Die Zellen einer Kulturschale (60 mm im Durchmesser, 15 mm hoch; Greiner)
wurden abgeerntet, mit Medium auf 15 ml aufgefillt, sorgfaltig gemischt und
durch Resuspendieren mit einer Kanile vereinzelt. Ein aliquoter Teil von 100 pl
dieser Zellsuspension wurde in 10 ml CASY®TON (einer isotonen
Elektrolytldsung) pipettiert und vermischt. Diese verdinnte Losung konnte dann

direkt fur die Zellzahlung eingesetzt werden.

Das Probenvolumen wird mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit durch eine
Messkapillare definierter Geometrie gesaugt, an die eine elektrische Spannung
angelegt ist. Sobald eine Zelle die Messkapillare passiert, entsteht ein
elektrischer Puls. Anhand der Pulse kann die Zellzahl ermittelt werden.
Zusatzlich kann durch die Pulsflachenanalyse die Grél3enverteilung der Zellen
ermittelt werden, wobei die jeweilige Pulsflache dem Zellvolumen proportional
ist und Uber Volumenverdrangung in der Messkapillare bestimmt wird.

Geschadigte oder tote Zellen werden wegen ihrer defekten Zellmembran, die

20



Material und Methoden

keine elektrische Barriere mehr darstellt, kleiner oder nur mit der Grol3e ihres
Zellkerns dargestellt. So entsteht eine Grol3enverteilung, bei der vitale Zellen
leicht abzugrenzen sind. Da diese GroRenverteilung jedoch fur jede Zelllinie
anders aussieht, wurde zuvor jeweils eine Eichmessung zur Bestimmung vitaler
und toter Zellen durchgefuihrt, um eine Richtlinie fur die spatere Verteilung zu
erhalten. Dazu wurden Zellen, die unter Kontrollbedingungen herangereift
waren, mit PBS gewaschen und 5 Minuten lang bei 2000 x g abzentrifugiert.
Anschliel3end wurde der Zellniederschlag in 5 ml PBS resuspendiert und jeweils
100 pl dieser Suspension fur die Messung enthommen. Zur Eichung der
lebenden Zellen wurde 400 pl PBS hinzugegeben, zur Eichung der toten Zellen
wurde 400 pl Ethanol hinzugegeben. Davon wurden jeweils 100 pl in 10 ml
CASY®TON pipettiert und mit Hilfe des Zellzahlgerates gemessen. Anhand der
dabei ermittelten Verteilungen der Zellen und Zelltrimmer konnten die
Intervallbegrenzungen fur jede Zelllinie so gelegt werden, damit spater eine
individuelle Aussage Uber die Vitalitat der Zellen moéglich war. Das Verhaltnis

der lebenden Zellen zur Gesamtzahl aller Zellen beschreibt die Uberlebensrate.

2.8. Quantitative Bestimmung der Adeninnukleotide

Die intrazellulare Konzentration von Adenosinmonophosphat (AMP),
Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosintriphosphat (ATP) wurde mittels HPLC
im perchlorsauren Zellextrakt gemessen. Hierzu wurden von dem bei -80 C
gelagerten sauren Uberstand 200 pl mit K,CO3/KH,PO,; (2 mM/AmM) auf
pH 8,0 eingestellt (Glaselektrode), mechanisch gemischt (Vortex) und 10
Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach anschliel3ender 5-mindtiger
Abzentrifugation bei 20000 x g konnte der Uberstand direkt fiir die Messung
eingesetzt werden. Fur die Messung wurden interne Standards erstellt (Tab. 6).
Von allen Substanzen wurde jeweils eine 1 mM Ldsung in 6,6 mM KH,PO, (pH
4,8) hergestellt.
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Tabelle 6: Konzentrationen zum Herstellen der Standards fiir die Adeninnukleotid-

bestimmung
Substanz Einwaage (mg/10 ml) Konzentration (mM)
AMP 5 1
ADP 5 1
ATP 6,1 1

Vor der Messung wurden die Standards in 0,6 M Perchlorsdure zu einer

Endkonzentration von 25 pM verdinnt. Mit 200 pl perchlorsaurem Standard

wurde dieselbe Aufarbeitung durchgefiihrt wie oben beschrieben. Direkt nach

Injektion der Probe wurde ein linearer Gradient gestartet, um LMB auf 23 % bei

einer Steigerungsrate von 2,3 %/min und auf 60 % bei einer Steigerungsrate

von 5,3 %/min zu erhéhen. Danach wurde die Saule mit 60 % LMB 4 Minuten

lang und vor der nachsten Probeninjektion mit 100 % LMA 8 Minuten lang

gespult, um das System erneut zu aquilibrieren (Tab. 7). Die Auftrennung und

Detektion der Proben sowie die Auswertung der Daten erfolgte wie unter 2.6.

fur die Adeninnukleoside beschrieben.

Tabelle 7: Inhaltsstoffe der Laufmittel fir die HPLC-Messung der Adeninnukleotide

Ldsung Komponenten Konzentration | Konzentration

Laufmittel A | KH,PO, (66 mM) 800 ml 52 mM

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

Laufmittel B | LMA 300 ml 60 %

(LMB) Acetonitril 200 ml 40 %
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2.9. Photometrische Bestimmung der SAH -Hydrolase -Aktivitat

2.9.1. Aufbereitung der Zellen

Die Zellen wurden auch hier 24 h vor dem Versuch unter Normoxie, Hypoxie
und unter Verwendung von Ado-Dial in serumfreien Medium inkubiert. Nach
Ablosen der stark adharenten Zellen mittels Trypsin bzw. Abspilen der Hek-
293-Zellen mit Medium wurde deren Suspension mit neuem Medium auf 15 ml
aufgefullt und bei 200 x g 10 Minuten lang zentrifugiert. Der Zellniederschlag
wurde mit PBS gewaschen und bei 20000 x g zentrifugiert. Anstatt
Perchlorsaure wie fur die HPLC-Aufbearbeitung wurde je nach Zellmenge 300-
500 ul Kaliumphosphatpuffer (KPP, 50 mM, pH 7) verwendet, um die Zellen
darin durch Ultraschall aufzubrechen. Die I6slichen Proteine in der
Zellsuspension wurden durch zweimalige Zentrifugation (10 Minuten lang bei
20000 x g) von den unloslichen Zellbestandteilen getrennt. Der Uberstand

konnte bis zum Versuch bei —20 T aufbewahrt werden.

2.9.2. Messung der SAH -Hydrolase -Aktivitat

Fur den Nachweis der SAHH-Aktivitdt in den jeweiligen Proben wurde ein
Reagenz hergestellt, das bis auf die SAHH alle Enzyme enthielt, die fur den
Reaktionsweg von SAH zu Harnsaure nétig sind (Abb. 4). Hierzu gehdren pro
Ansatz 1 U ADA (Boehringer Mannheim), 0,09 U Nukleosidphosphorylase (NP;
Sigma) und 0,08 U Xanthinoxidase (XO; Roche), gel6st in 864 ul 50 mM KPP.
Harnsaure kann dann photometrisch bei 292 nm gemessen werden (96;97).

Um den Reaktionsweg zu starten, wurde eine 1 mM SAH-L6sung in 50
mM KPP vorbereitet. Bei der Messung diente Aqua bidest als Negativprobe,
gereinigte Rinder-SAHH als Positivprobe. Anschlieend wurde die SAHH-
Aktivitat folgendermal3en gemessen: Zu 870 pl Reagenz wurde 80 pl der
jeweiligen Probe gegeben und je 475 ul in die Messkuvette und in eine
Referenzkivette pipettiert. Nach Abgleich wurde die Reaktion durch Zugabe

von 50 uM SAH-L6sung in die Messkivette gestartet. Bei einer Wellenlange
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von 292 nm wurde im Abstand von 30 Sekunden die Extinktion der Probe Uber

einen Zeitraum von 6 Minuten aufgezeichnet.

S-Adenosylhomocystein
SAH-HydroIasel

Adenosin + Homocystein
ADAl
Inosin
NP
Hypoxanthin

X0
Harnsaure

Abbildung 4: Prinzip des Nachweises der S-Adenosylhomocystein-Hydrolase-Aktivitat
Uber die gebildete Harnsdure. ADA: Adenosindesaminase; NP: Nukleosid-

Phosphorylase; XO: Xanthin-Oxidase.

2.9.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung wurde nach Bradford (98) durchgefiihrt. Dieses Testprinzip
beruht auf einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von Coomassie
Brillantblau G250 in saurer Losung von 465 nm zu 595 nm durch die Bindung
des Farbstoffs an Proteine (99).

Zunachst wurden die Proben im Verhéaltnis 1:150 und der Bio-Rad-
Protein Assay als Farbkit 1:5 mit Aqua bidest verdinnt. Rinderserumalbumin
(BSA) diente als Standard. Zu jeweils 100 pl Proteinldsung, Aqua bidest als
Leerwert und einer definierten Verdiunnungsreihe aus BSA zur Erstellung einer
Eichgeraden wurden 900 pl Farbkit gegeben. Fur Doppelbestimmungen wurden
jeweils zweimal 200 pl in Mikrotiterplatten pipettiert. Die Extinktion der
Lésungen wurden nach 30-mindtiger Inkubation bei 630 nm gegen Wasser und
Leerwert in einem ELISA-Reader bestimmt. Anhand der ermittelten

Konzentration konnte nun die jeweilige Menge an Protein errechnet werden, die
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in dem in der photometrischen Messung eingesetzten Volumen von 80 pl
enthalten war.

2.9.4 Berechnung der spezifischen Aktivitat

Unter Verwendung des Lambert-Beerschen-Gesetzes konnte  die
Konzentrationséanderung der Harnsaure ermittelt werden (I), und daraus
wiederum in Bezug auf die zuvor errechnete Proteinmenge die SAHH-Aktivitat
(I1). Da die Extinktionsanderung pro Zeiteinheit im linearen Bereich der Kurve
bestimmt werden konnte, und sowohl die Schichtdicke der Kivette als auch der
molare Extinktionskoeffizient der Harnsdure bekannt sind, konnte die

Konzentrations&nderung direkt aus der Extinktions&dnderung berechnet werden.

() AE =¢g- Ac- d o Ac =AE/(s- d);
Ac: Konzentrationsanderung der Harnsaure [pumol/(min- ml]
AE: gemessene Extinkionsanderung [1/min]
&: molarer Extinktionskoeffizient der Harnsaure [12,6 cm?/pmol]
d: Schichtdicke der Kuvette: 1 [cm]

(1)) Aktivitat [U] = Konzentrationsanderung [pmol/min]/

Proteinmenge [mg]

2.10. Berechnung und Statistik

Die Energieladung (Energy Charge, EC) des Adenylatsystems wurde gemaf
Atkinson und Walton (100) wie folgt berechnet:

[ATP] + 0,5- [ADP]
[AMP] + [ADP] + [ATP]

Alle Daten werden als Mittelwert (MW) * Standardabweichung des Mittelwertes
(SEM) angegeben, und wurden entweder durch Student-t-Test oder Alternate-t-
Test mittels des Computerprogramms InStat analysiert. Regressionsanalysen

wurden anhand des Computerprogramms Origin 7G erstellt.
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3  Ergebnisse

3.1. Bestimmung des Methylierungspotentials

Mittels HPLC des perchlorsauren Zellextrakts wurden die Konzentrationen von
SAM, SAH, und Adenosin in den funf verschiedenen Zelllinien unter
Kontrollbedingungen, hypoxischen Bedingungen und nach Hemmung der
SAHH ermittelt. AuRerdem wurde bei Hek-293-Zellen, die besonders deutlich
auf Hypoxie reagiert haben, CoCl, verwendet, das in der Zelle einen
hypoxischen Zustand nachahmt. Der Quotient aus SAM und SAH wird als MP
bezeichnet.

3.1.1. HepG2-Zellen

Unter Kontrollbedingungen wurde in dieser Zelllinie eine SAM-Konzentration
von 2,8 + 0,2 nmol/10 Zellen und eine SAH-Konzentration von 0,05 + 0,00
nmol/10’ Zellen ermittelt. Daraus ergibt sich unter physiologischen Bedingungen
ein MP von 67 = 8 (Tab. 8). Die Adenosin-Konzentration betrug 0,04 + 0,01
nmol/10’ Zellen.

Hypoxie fuhrt zu einer signifikanten Verdoppelung der SAM-
Konzentration (5,9 + 0,3 nmol/10’ Zellen) und einer signifikanten Halbierung der
SAH-Konzentration (0,03 + 0,00 nmol/10” Zellen). Das MP steigt somit auf das
4-fache an und betragt 226 = 28. Die beschriebenen Werte beziehen sich auf
eine Zelldichte <2 x 10° Zellen/cm® Die Adenosin-Konzentration bleibt
unverandert bei 0,04 + 0,01 nmol/10’ Zellen.

Der Einfluss von Ado-Dial wurde in dieser Zelllinie nicht bestimmt, da
bereits Daten von Hermes et al. (2004) dazu vorliegen (101). Dort konnte
gezeigt werden, dass eine Inkubation der HepG2-Zellen mit dem Hemmstoff zu
einer 70-fachen Steigerung der SAH-Konzentration fihrt und einer 1,8-fach
erhohten SAM-Konzentration. Das MP sinkt daher auf 1,3 in Ado-Dial-
behandelten Zellen. Die Adenosin-Konzentration wird dabei nicht signifikant
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verandert. Die in vorliegender Arbeit ermittelten Ergebnisse fir Norm- und
Hypoxie sind mit denen von Hermes et al. (2004) vergleichbar. Die Studie von

Hermes et al. (2004) lief unter denselben Bedingungen ab.

Tabelle 8: SAM-, SAH- und Adenosin-Konzentrationen und der daraus ermittelte
SAM/SAH-Quotient in HepG2-Zellen. Die Zellen wurden 24 h lang unter Normoxie und
Hypoxie in serumfreien Medium inkubiert. Die Zellen wurden mit Perchlorsdure
extrahiert. Die Metabolite wurden dann nach Auftrennung mittels HPLC analysiert.
Daten sind als MW = SEM bei n Bestimmungen angegeben. *p <0,05 vs. Kontrolle; **p
<0,001 vs. Kontrolle.

Experimentelle | n SAM SAH Adenosin MP

Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’ (SAM/SAH)
Zellen Zellen Zellen

Kontrolle 6-7 |28%0,2 0,05 £ 0,00 0,04 +£0,01 67 +8

Hypoxie 7 5,9+0,3* 0,03 + 0,00* 0,04 + 0,01 226 + 28**

3.1.2. Sk-Hep-1-Zellen

Bei dieser Zelllinie betragt unter Kontrollbedingungen die SAM-Konzentration
2,4 + 0,2 nmol/10” Zellen und die SAH-Konzentration 0,11 * 0,01 nmol/10’
Zellen. Somit ergibt sich ein MP von 21,1 + 1,3 (Tab. 9).

Bei der Bestimmung des MP unter Hypoxie konnte in dieser Zelllinie eine
Korrelation zur Zelldichte gezeigt werden (Abb. 5). Zellen, die bei einer
Zelldichte <2,8 x 10° Zellen/cm? kultiviert wurden, weisen auch unter
hypoxischen Bedingungen ein MP von 23,8 = 15 auf. Eine signifikante
Erh6hung des MP durch Sauerstoffmangel kann erst ab einer Zelldichte von 2,8
x 10° Zellen/cm? beobachtet werden. Hier betragt das MP 60,7 + 5,0. Auch die
SAM-Konzentrationen sind bei geringer Zelldichte nicht signifikant verschieden,
im Gegensatz zu dicht gewachsenen Zellen mit 6,6 + 0,5 nmol/10’ Zellen (Tab.
9; Abb. 5). Die SAH-Konzentrationen zeigen keine Korrelation zur Zelldichte
(Abb. 5). Die Adenosin-Konzentration liegt bei den weniger dicht gewachsenen
Zellen mit 0,05 + 0,01 nmol/10” Zellen etwas liber den normalen Kontrollwerten

von 0,04 + 0,01 nmol/10” Zellen und bei den dicht gewachsenen etwas unter
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den Kontrollwerten mit 0,03 + 0,01 nmol/10” Zellen. Die Werte unterscheiden
sich jedoch nicht signifikant (Tab. 9; Abb. 5). Weiterhin konnte beobachtet
werden, dass Zellen bei niedriger Passagezahl ein geringeres MP bei gleicher

Zellzahl besitzen als Zellen einer héheren Passage (Abb. 6).

Tabelle 9: SAM-, SAH- und Adenosin-Konzentrationen und das daraus ermittelte MP
in Sk-Hep-1-Zellen. Zellen wurden 24 h lang unter Normoxie, Hypoxie und Adenosin-
2,3 -Dialdehyd (Ado-Dial) in serumfreiem Medium inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit Perchlorsaure extrahiert. Die Metabolite wurden dann nach Auftrennung
mittels HPLC analysiert. Daten sind als MW = SEM bei n Bestimmungen angegeben.*p
<0,05; **p <0,001 vs. Kontrolle; p <0,05; "p <0,001 vs. Hypoxie >2,8 x 10°

Zellen/cm?.

Experimentelle | n SAM SAH Adenosin MP

Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’ (SAM/SAH)
Zellen Zellen Zellen

Kontrolle 9 2,4+0,2 0,11 +0,01 0,04+0,01 |21,1+1,3

Ado-Dial 30 pM | 6 3,0+0,3 5,7 +0,6% 0,04 +0,01 | 0,54 +0,03**

Hypoxie <2,8 x
10°Zellen/cm? |11 |3,0+0,3 |0,13+0,01 0,05+ 0,01" | 23,8 +1,5"

Hypoxie >2,8 x
10° Zellen/cm* |4 |6,6+0,5** |[0,11+0,01 0,03+0,01 |60,7+5,0%
Ado-Dial 30 pM
+ Hypoxie 7 |3,7+04* 59+0,8~*™ 10,02+0,00 |0,67%0,07**"

Nach der Behandlung der Sk-Hep-1-Zellen mit Ado-Dial (30 uM) wurde ein MP
von 0,50 + 0,03 gemessen. Das bedeutet eine Reduktion um 98 % (Tab. 9).
Dies beruht vor allem auf dem Anstieg der SAH-Konzentration um 98 % auf 5,7
+ 0,6 nmol/10’ Zellen. Wurden die Zellen mit Ado-Dial 30 pM unter hypoxischen
Bedingungen inkubiert, hatten sie ein MP von 0,67 = 0,07. Die SAM-
Konzentration betrug 3,7 + 0,4 nmol/10’ Zellen und die SAH-Konzentration 5,9
+ 0,8 nmol/10’ Zellen. Die Adenosin-Konzentration wurde durch Ado-Dial weder
unter normoxischen Bedingungen (0,04 + 0,01 nmol/10” Zellen) noch unter

hypoxischen (0,02 + 0,00 nmol/107 Zellen) signifikant verandert.
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Abbildung 5: Zusammenhang zwischen der Zelldichte und den Konzentrationen von

SAM, SAH und Adenosin sowie des MP bei Sk-Hep-1-Zellen unter hypoxischen

Bedingungen. Dargestellt wurden die Werte von nur einer Passage (P 12; n =8). Ein

Teil der Zellen wurde eine Woche, der andere Teil 11 Tage nach der letzten

Subkultivierung in serumfreien RPMI 1640 24 h lang unter Hypoxie inkubiert. Die

Metabolite wurden mittels HPLC des perchlorsauren Uberstands bestimmt und das MP
daraus errechnet. SAM: r =0,9; p <0,05; MP: r =0,97; p <0,0001.
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Abbildung 6: Darstellung des MP in Abhangigkeit von der Passagenzahl. Jede Saule

12 Passag e

entspricht einem Einzelversuch. Alle Kulturen zeigten nach 24 h Inkubation unter
Hypoxie in serumfreien RPMI 1640 eine Zelldichte zwischen 2,7 und 3,3 X 10°
Zellen/cm?®. Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt und ist in
den einzelnen Passageblocks jeweils aufsteigend. Das MP wurde mittels HPLC des

perchlorsauren Uberstands bestimmt.

3.1.3. HeLa-Zellen

Unter Kontrollbedingungen wurden in HeLa-Zellen eine SAM-Konzentration von
1,82 + 0,25 nmol/10” Zellen und eine SAH-Konzentration von 0,29 + 0,04
nmol/10’ Zellen ermittelt. Daraus ergibt sich ein MP von 6,6 + 0,7 (Tab. 10). Die
Adenosin-Konzentration betrug 0,11 + 0,01 nmol/10’ Zellen.

Unter Hypoxie haben die Zellen ein MP von 4,6 £ 0,7, das allerdings
keine signifikante Verringerung zur Kontrolle aufweist. Die Konzentration von
SAM betragt 1,00 + 0,16 nmol/10” Zellen, von SAH 0,24 + 0,03 nmol/10” Zellen
und von Adenosin 0,21 * 0,03 nmol/10” Zellen. Da hier der Einfluss von
Hypoxie keine Veranderung des MP mit sich bringt, wurden keine
Untersuchungen in Abhangigkeit von der Zelldichte durchgefihrt.

Eine Hemmung der SAHH durch Ado-Dial 30 pM bewirkt unter

normoxischen Bedingungen einen deutlichen Anstieg von SAH auf 4,1 + 0,4
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nmol/10” Zellen (Tab. 10). Da sich die Konzentration von SAM nicht signifikant
erhoht, sinkt das MP auf 0,62 + 0,03. Eine zusatzliche Inkubation der mit Ado-
Dial behandelten Zellen unter Hypoxie erhéht die SAH-Konzentration deutlich
auf 0,82 + 0,13 nmol/10’ Zellen. Da die SAM-Konzentration unveréndert bleibt,
fallt das MP auf 1,2 £ 0,1.

Tabelle 10: SAM-, SAH- und Adenosin-Konzentrationen und das daraus ermittelte MP
in HeLa-Zellen. Die Zellen wurden 24 h lang unter Normoxie, Hypoxie und Adenosin-
2°,3 -Dialdehyd (Ado-Dial) in serumfreiem Medium inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit Perchlorsaure extrahiert. Die Metabolite wurden dann nach Auftrennung
mittels HPLC analysiert. Daten sind als MW = SEM bei n Bestimmungen angegeben.*p
<0,05, **p <0,001 vs. Kontrolle; *p <0,05 vs. Hypoxie.

Experimentelle | n SAM SAH nmol/10” | Adenosin MP

Bedingungen nmol/10’ Zellen nmol/10’ (SAM/SAH)
Zellen Zellen

Kontrolle 8 1,83+0,25 |0,29+0,04 0,11 +0,01 6,6 +0,7

Ado-Dial30pyM |5 |[2,5+0,2 4,1 +0,4** 0,06 £0,07 | 0,62 +0,03*

Hypoxie 8 1,00 £ 0,16* | 0,24 + 0,03 0,21 +0,03* |4,6+0,7

Ado-Dial 30 pM

+ Hypoxie 3 0,92 + 0,04* | 0,82 £ 0,13*** | 0,10+0,03" 1,2 £ 0,1%"

3.1.4. MCF-7-Zellen

Unter Kontrollbedingungen zeigen die MCF-7-Zellen eine SAM-Konzentration
von 2,14 + 0,20 nmol/10” Zellen und eine SAH-Konzentration von 0,15 + 0,02
nmol/10” Zellen. Somit ist das MP 14,4 + 1,1. Unter hypoxischen Bedingungen
verandert sich weder die SAM- noch die SAH-Konzentration signifikant. Nur die
Adenosin-Konzentration fallt von 0,35 + 0,05 nmol/10” Zellen auf 0,19 + 0,03
nmol/10’ Zellen (Tab. 11).

In Anlehnung an die Untersuchungen von Hermes et al. (2004) bei
HepG2-Zellen sollte hier bei einer anderen Zelllinie das MP in Abhangigkeit von

der Ado-Dial-Konzentration untersucht werden. Die Inkubation der Zellen unter
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Normoxie mit dem Hemmstoff Ado-Dial zeigt ein deutlich verringertes MP.
Schon bei einer Konzentration von 3 uM fuhrt der Inhibitor zu einem Anstieg der
SAH-Konzentration auf das 34-fache (Tab. 11). Auch die SAM-Konzentration ist
Die

Adenosin-Konzentration ist signifikant erniedrigt. Die Erhéhung der Ado-Dial-

signifikant erhoht. Das MP ist dementsprechend deutlich verringert.

Konzentration auf 10 bzw. 30 pum fihrt zu einer weiteren Zunahme der SAH-
Konzentration bei gleich bleibender SAM-Konzentration. Das hat zur Folge,
dass das MP von 0,66 + 0,01 bei Ado-Dial 3 uM auf 0,46 + 0,03 bei Ado-Dial 30
pM abfallt. Die Adenosin-Konzentration hingegen wird durch steigende Ado-
Dial-Konzentrationen nicht beeintrachtigt.

Tabelle 11: SAM-, SAH- und Adenosin-Konzentrationen und das daraus ermittelte MP
in MCF-7-Zellen. Die Zellen wurden 24 h lang unter Normoxie, Hypoxie und Adenosin-
2,3 -Dialdehyd (Ado-Dial) in serumfreiem Medium inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit Perchlorsaure extrahiert. Die Metabolite wurden dann nach Auftrennung
mittels HPLC analysiert. Daten sind als MW + SEM bei n Bestimmungen angegeben.*p
<0,05; **p <0,001 vs. Kontrolle; *p <0,05; "p <0,001 vs. Hypoxie.

Experimentelle | n SAM SAH Adenosin MP

Bedingungen nmol/10” | nmol/10’ nmol/10’ (SAM/SAH)
Zellen Zellen Zellen

Kontrolle 8 2,1+£0,2 0,15+0,02 |0,35+0,05 14411

Ado-Dial 3 uM 3 34+04* |51+0,5* 0,18 + 0,02* 0,66 + 0,01**

Ado-Dial 10 yM |3 [ 3,2+0,2* |6,2+0,5* 0,18 £ 0,01* 0,52 £ 0,01**

Ado-Dial30uyM |5 [3,5+0,4* |7,9+1,0* 0,14 +0,02* 0,46 + 0,03**

Hypoxie 6 1,7+0,1 0,13+0,01 |0,19+0,03* 128+11

Ado-Dial 3 uM

+ Hypoxie 3 |29+02*|4,9+0,2*» |0,12+0,01* | 0,59 £ 0,02**\

Ado-Dial 10 pM

+ Hypoxie 3 |31+05*|50+0,1* |0,10+0,01* |0,61+0,01*

Ado-Dial 30 pM

+ Hypoxie 3 |33+04*|54+0,2*» |0,12+0,04* 0,60 £ 0,05**\
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Bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen unter Hypoxie steigen die SAH-Werte
auf 5 nmol/10” Zellen und die SAM-Werte auf 3 nmol/10” Zellen, unabhangig
von der eingesetzten Ado-Dial-Konzentration. Das MP sinkt dementsprechend
bei allen drei Konzentrationen von 12,8 unter alleiniger Hypoxie auf 0,6 bei

gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit dem SAHH-Hemmstoff.

3.1.5. Hek-293-Zellen

Diese Zelllinie weist unter Kontrollbedingungen eine SAM-Konzentration von
1,3 + 0,1 nmol/10’ Zellen auf, welche unter Hypoxie auf 4,8 + 0,8 nmol/10’
Zellen ansteigt. Die SAH-Konzentration betragt unter Normoxie 0,19 + 0,02
nmol/10’ Zellen und steigt nicht signifikant unter Hypoxie. Das MP steigt somit
von 7,1 £ 0,3 auf 15,7 £ 1,1 an (Tab. 12). Die Adenosin-Konzentration betragt
unter Normoxie 0,06 + 0,01 nmol/10” Zellen und ist unter Hypoxie nicht
signifikant erhéht. Diese Werte beziehen sich auf eine Zelldichte von 0,6 bis
1,8 x 10°Zellen/cm?. Sind die Zellen jedoch dichter gewachsen (>2 x 10°
Zellen/cm?), erhoht sich das MP auf 38,4 + 5,5, wobei sowohl die SAM-
Konzentration auf 3,1 + 0,4 nmol/10’ Zellen abféllt als auch die SAH-
Konzentration auf 0,09 + 0,02 nmol/10” Zellen vermindert ist. Hek-293-Zellen
weisen unter Hypoxie wie Sk-Hep-1-Zellen eine deutliche Korrelation zwischen
der Zellzahl und dem MP (Abb. 7) auf. Bei dieser Zelllinie zeigen die Metabolite
SAH und Adenosin einen Zusammenhang mit der Zelldichte. SAM zeigt eine
moderate, wenn auch nicht signifikante Korrelation.

Eine Behandlung der Hek-293-Zellen mit Ado-Dial 10 uM fuhrt zu einer
nicht signifikanten Erhéhung der SAM-Konzentration auf 1,8 + 0,4 nmol/10’
Zellen. Da die SAH-Konzentration jedoch auf 4,7 + 0,7 nmol/10” Zellen ansteigt,
fallt das MP auf 0,36 + 0,03. Die Adenosin-Konzentration bleibt unverandert
(Tab. 12). Eine Erh6hung der Ado-Dial-Konzentration auf 30 uM fuhrt zu keiner
Verdnderung des MP. Dies beruht sowohl auf einer erhohten SAM- als auch
einer erhohten SAH-Konzentration (Tab. 12). Kombiniert man diese
Behandlung mit Hypoxie (>2 x 10° Zellen/cm?), fallt das MP in beiden
verwendeten Ado-Dial-Konzentrationen auf 1 ab. Wahrend sich die SAM-

Konzentration bei einer Konzentration von 10 uM auf 4,7 + 0,1 nmol/10’ Zellen
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erhoht, steigt die SAH-Konzentration von 0,10 + 0,02 nmol/10’ Zellen auf 4,8 +
0,5 nmol/10” Zellen, also auf den 50-fachen Wert. Eine Abnahme der Adenosin-

Konzentration ist bei einer Konzentration von 30uM zu beobachten.

Tabelle 12: SAM-, SAH- und Adenosin-Konzentrationen und das daraus ermittelte MP
in Hek-293-Zellen. Die Zellen wurden 24 h lang unter Normoxie, Hypoxie und
Behandlung mit Adenosin-2",3"-Dialdehyd (Ado-Dial) in serumfreiem Medium inkubiert.
AnschlieRend wurden sie mit Perchlorsdure extrahiert. Die Metabolite wurden dann
SEM bei n
Bestimmungen angegeben.*p <0,05; **p <0,001 vs. Kontrolle; *p <0,05 vs. Hypoxie >2

nach Auftrennung mittels HPLC analysiert. Daten sind als MW #*

x10° Zellen/cm?.

Experimentelle | n SAM SAH Adenosin MP

Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’ (SAM/SAH)
Zellen Zellen Zellen

Kontrolle 14 11,3+0,1 0,19+0,02 | 0,06 +0,01 7,1+0,3

Ado-Dial 10uyM |4 [1,8+0/4 4,7 +0,7* 0,07 £0,01 0,36 + 0,03**

Ado-Dial30pM |5 [2,1+0,3 6,7 +0,8* 0,08 £0,01 0,30 £ 0,01**

Hypoxie <2 x

10° Zellen/cm® |8 |4,8+0,8* |0,31+0,05" | 0,10+0,02" | 157 +1,1%"

Hypoxie >2 x

10° Zellen/cm® | 4 3,1+0,4* 0,09 +0,02* | 0,04 + 0,01 38,4 + 5,5*

Ado-Dial 10 pyM | 4 4,7 +0,1**" | 4,8 +0,5* 0,04 + 0,01 1,0 £ 0,1%*

+ Hypoxie

Ado-Dial 30 uM

+ Hypoxie 2 |47+04* [45+05 0,01+0,000 |1,1+0,2"n
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Abbildung 7: Zusammenhang zwischen der Zelldichte und den Konzentrationen von
SAM, SAH und Adenosin sowie des MP bei Hek-293-Zellen unter hypoxischen
Bedingungen. Dargestellt sind die Werte von Zellen unterschiedlicher Passagen (n
=12). Die Metabolite wurden mittels HPLC des perchlorsauren Uberstands bestimmt
und das MP daraus errechnet. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Z&hlkammer nach
Neubauer bestimmt. SAH: r =-0,8; p <0,001; Adenosin: r =-0,7; p <0,05; MP: r=0,9; p
<0,0001.

Am Beispiel der Hek-293-Zellen sollte die Auswirkung des Hypoxie-imitierenden
CoCly untersucht werden, da diese Zellen auch sehr deutlich auf Hypoxie
reagiert haben. CoCl; ist erst ab einer Konzentration von 300 uM in der Lage,
bei den Hek-293-Zellen, Hypoxie zu imitieren. Die SAM-, SAH- und Adenosin-
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Werte sowie das MP entsprechen den Werten unter Hypoxie bei einer
Zelldichte von <2 x 10> Zellen/cm?. Hohere CoCl,-Konzentrationen (1 mM)
wirken toxisch (Tab. 13).

Tabelle 13: SAM-, SAH- und Adenosin-Konzentrationen und das daraus ermittelte MP
in Hek-293-Zellen Die Zellen wurden fir 24 h unter Normoxie und mit CoCl, in
serumfreiem Medium inkubiert. AnschlieRend wurden sie mit Perchlorsaure extrahiert.
Die Metabolite wurden dann nach Auftrennung mittels HPLC analysiert. Daten sind als

MW = SEM bei n Bestimmungen angegeben.*p <0,05 vs. Kontrolle.

Experimentelle | n SAM SAH Adenosin MP
Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’ (SAM/SAH)
Zellen Zellen Zellen
Kontrolle 14 |1,3+01 0,19 £ 0,02 0,06 +£0,01 7,1+0,3
CoCl, 50 pM 2 2,0+0,3* 0,29 + 0,06* | 0,11 +0,02 7,0+0,3
CoCl, 100 pM 3 21+04 0,27 + 0,08 0,24 +0,10* | 8,3+0,9
CoCl, 300 pM 3 4,3 +0,6* 0,30 + 0,07 0,13+ 0,03 148+23
CoCl, 1 mM 3 1,8+04 0,17 £ 0,07 0,19+0,08* |12,2+24

3.2. Vitalitat der untersuchten Zelllinien

Um die Auswirkung der Hypoxie sowie der Behandlungen mit Ado-Dial auf die
Zellvitalitat zu untersuchen, wurde die Anzahl der lebenden sowie der toten
Zellen mit Hilfe eines elektronischen Zellgerates bestimmt. Dabei beschreibt
das Verhdltnis der lebenden Zellen zur Gesamtzahl aller Zellen die
Uberlebensrate (Tab. 14). Dies erlaubt allerdings keine Riickschliisse auf die

zum Zeitpunkt des Aberntens vorliegende Zellzahl.

Unter Kontrollbedingungen betragt die Lebensfahigkeit der HepG2-Zellen 91,2
*+ 1,4 %, unter Hypoxie 84,1 + 2,8 %. Die Behandlung der Zellen mit Ado-Dial
30 uM beeinflusst die Lebensfahigkeit dagegen nicht signifikant (102).

Bei Sk-Hep-1-Zellen, die unter Kontrollbedingungen zu 87,5 + 1,3 %

Uberleben, verdndern weder Behandlung mit Ado-Dial 30 uM noch Hypoxie die
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Vitalitdt der Zellen. Ebenso verhalt es sich bei HeLa-Zellen, die unter Normoxie
eine Uberlebensrate von 86,0 + 1,3 % zeigen und unter Hypoxie 83,4 + 2,2 %.
Auch hier fuhrt eine Behandlung der Zellen mit dem SAHH-Hemmstoff zu keiner
signifikanten Veranderung der Vitalitat.

Unter Normoxie betragt bei MCF-7-Zellen der Anteil vitaler Zelle an der
Gesamtzahl 93,1 + 1,2 %. Unter Hypoxie zeigen die Zellen eine Uberlebensrate
von 87,5 + 2,0 %. Eine Behandlung mit Ado-Dial 30 uM fuhrt weder unter
normoxischen noch unter hypoxischen Bedingungen zu einer verédnderten
Vitalitat der Zellen.

Hek-293-Zellen zeigen unter Kontrollbedingungen eine Uberlebensrate
von 84,7 + 1,2 % und unter Hypoxie von 90,5 £+ 0,5 % (Tab. 14). Eine
Behandlung mit Ado-Dial 10 bzw 30 uM fihrt zu einer Vitalitdt von 86,9 + 0,7 %
bzw. 93,3 £ 0,3 %, kombiniert mit Hypoxie zu 91 %.AulRer nach Behandlung mit
Ado-Dial 10 pM =zeigen alle Zellen einen signifikanten Anstieg der
Uberlebensrate (Abb. 8).

Vitalitat %

Abbildung 8: Die Uberlebensrate von Hek-293-Zellen unter Einfluss von Norm- und
Hypoxie, sowie nach Behandlung mit Ado-Dial (10 und 30 puM). Die Zellen wurden
unter den verschiedenen Versuchsbedingungen in serumfreien RPMI 1640 24 h lang
inkubiert. Nach Ablosen der Zellen wurde die Vitalitdt mittels des elektronischen
Zellzahlgerats CASY®TT bestimmt. Dargestellt sind MW + SEM bei n =2-3; *p <0,05 vs.
Kontrolle.
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Tabelle 14: Ubersicht tiber die Vitalitat aller Zelllinien unter Kontrollbedingungen (n =3-
12) sowie unter Einfluss von Hypoxie (n =3-12) und Behandlung mit Adenosin-2",3"-
Dialdehyd (Ado-Dial) (n =2-7).
Versuchsbedingungen in serumfreien RPMI 1640 24 h lang inkubiert. Nach Ablésung

Die Zellen wurden unter den verschiedenen

der Zellen wurde die Vitalitat mittels des elektronischen Zellzahlgerats CASY®TT

bestimmt. Daten sind als MW + SEM angegeben. *p <0,05 vs. Kontrolle.

Exp. Bed. HepG2 Sk-Hep-1 | HelLa MCF-7 Hek-293
Kontrolle 91,2+1,4 875+13 |860+13 |931+12 [847+1.2
Hypoxie 84,1 +2,8* 85,2+04 |834+22 |875+2,0* | 90,5+0,5*
Ado-Dial 30 pM | @ 85,2+23 |82,7+09 |946+10 |933+0,3*
Ado-Dial 30 pM

+ Hypoxie 10/] 86,5+05 |81,6+23 |92,2+0,2 |909+0,7*

3.3. Bestimmung der Adeninnukleotide AMP, ADP und ATP

Da Transmethylierungsreaktionen einer Zelle mit dem Energiemetabolismus
unter anderem Uber die SAHH verbunden sind, wurde der Einfluss von Hypoxie
sowie die Hemmung der SAHH durch Ado-Dial auf die AMP-, ADP- und ATP-
Konzentration untersucht. Die intrazellulare Konzentration der Adeninnukleotide
wurde mittels HPLC im perchlorsauren Zellextrakt gemessen und anhand der
Formel von Atkinson und Walton (100) wurde die Energieladung der Zellen

berechnet.

3.3.1. HepG2-Zellen

Unter Normoxie weisen diese Zellen einen AMP-Gehalt von 9,0 + 1,5 nmol/10’
Zellen auf, der unter Hypoxie auf die Halfte abfallt (Tab. 15). Auch die
Konzentration von ADP fallt von 23,1 + 0,6 nmol/10” Zellen unter normoxischen
Bedingungen auf 18,6 + 1,1 nmol/10” Zellen unter Hypoxie ab, wahrend die von
ATP unverandert ist (27,3 + 2,0 nmol/10” Zellen unter Normoxie vs. 28,2 + 1,5
nmol/10” Zellen unter Hypoxie). Die EC betragt unter Kontrollbedingungen 0,65
+ 0,02 und steigt aufgrund der verringerten AMP- und ADP-Spiegel unter
Hypoxie auf 0,73 + 0,01 an.
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Tabelle 15: AMP-, ADP-, ATP-Konzentrationen und EC bei HepG2-Zellen. Die Zellen
wurden 24 h lang unter Normoxie und Hypoxie in serumfreiem Medium inkubiert. Die
Adeninnukleotide wurden mittels HPLC bestimmt. Daten sind als MW + SEM bei n

Bestimmungen angegeben. *p <0,05 vs. Kontrolle.

Experimentelle n AMP ADP ATP EC
Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’

Zellen Zellen Zellen
Kontrolle 7 9,0+1,5 23,1+0,6 27,3+2,0 0,65 + 0,02
Hypoxie 7 4.6 +0,6* 18,6 +1,1* 28,2+15 0,73 +0,01*

3.3.2. Sk-Hep-1-Zellen

Unter Normoxie betragt der AMP-Gehalt in Sk-Hep-1-Zellen 3,0 + 0,2 nmol/10’
Zellen. Hypoxie verringert den AMP-Gehalt, wahrend die Behandlung mit Ado-
Dial unter Hypoxie keinen Einfluss auf den AMP-Gehalt hat (Tab. 16). ADP und
ATP verringern sich unter Hypoxie, allerdings nur wenn die Zelldichte unter 2,8
x 10° Zellen/cm? bleibt. Ado-Dial filhrt unter Normoxie bei keinem der
Adeninnukleotide zu einer Veranderung. Die EC der Sk-Hep-1-Zellen ist unter
normoxischen Bedingungen 0,81 + 0,01 und verandert sich auch nicht bei
Behandlung der Zellen mit Ado-Dial, obwohl die Summe der Adeninnukleotide
insgesamt bei 120 nmol/10” liegt und damit hoher als unter
Kontrollbedingungen (106 nmol/10°).

Unter Hypoxie bei geringer Zelldichte nimmt nicht nur die EC ab sondern
auch die Summe aller drei Adeninnukleotide (Tab. 16). Nimmt die Dichte der
Zellen auf >2,8 x 10° Zellen/cm? zu, steigt die Summe mit 113 auf mehr als den
Ausgangswert unter Kontrollbedingungen und auch die EC erreicht einen
groReren Wert. Tragt man die Adeninnukleotide und die Energieladung unter
hypoxischen Bedingungen gegen die Zelldichte auf, dann ergibt sich eine
positive Korrelation zwischen der ATP-Konzentration und der Zelldichte. Weder
AMP noch ADP zeigen unter Hypoxie eine Abhangigkeit von der Zellzahl.
Folglich korreliert auch die Energieladung der Zellen mit der Dichte (Abb. 9).
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Tabelle 16: AMP-, ADP-, ATP-Konzentrationen und EC bei Sk-Hep-1-Zellen. Die
Zellen wurden 24 h lang unter Normoxie, Hypoxie und Adenosin-2",3"-Dialdehyd (Ado-
Dial) 30 pM in serumfreiem Medium inkubiert. Die Bestimmung der Adeninnukleotide
erfolgte mittels HPLC. Daten sind als MW = SEM bei n Bestimmungen angegeben. *p
<0,05, **p <0,001 vs. Kontrolle; *p <0,05, "p <0,001 vs. Hypoxie <2,8 x 10°

Zellen/cm?.

Experimentelle n AMP ADP ATP EC
Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’

Zellen Zellen Zellen
Kontrolle 7 3,0£0,2 34,0+£3,1 68,5+4,9 0,81 +0,01

Ado-Dial 30 uM 5 3,3%0,2 39,3+25 76,9+7,3 0,80 £ 0,02

Hypoxie <2,8 x
10° Zellen/cm? 10 | 2,0+£0,7* 250+0,7* |44,8+3,1* | 0,76 £0,01**

Hypoxie >2,8 x
10° Zellen/cm? 3 [20%0,3* 31,3+£3,7 |79,4+6,9" | 0,84 +0,01*\
Ado-Dial 30 pM +
Hypoxie 4-5 | 1,9 +0,2* 252+25 |61,4+6,6" |0,83+0,01*\
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Abbildung 9: Korrelationen der Adeninnukleotiden und Energieladung mit der

Zelldichte bei Sk-Hep-1-Zellen unter Hypoxie. Dargestellt wurden die Werte von nur

einer Passage (P 12; n =6). Ein Teil der Zellen wurde eine Woche, der andere Teil 11

Tage nach der letzten Subkultivierung 24 h lang in serumfreiem RPMI 1640 unter

Hypoxie inkubiert. AnschlieBend wurden die Metabolite mit Perchlorsdure extrahiert
und mittels HPLC bestimmt. ATP: r =0,93; p <0,05; EC: r =0,91; p <0,05.

3.3.3. HelLa-Zellen

Unter Kontrollbedingungen haben die Zellen einen AMP-Gehalt von 4,3 + 0,5

nmol/10’ Zellen, der sich nur unter Hypoxie signifikant auf 7,4 + 0,7 nmol/10’

Zellen erhoht. Die ADP-Konzentrationen zeigen dagegen keine signifikante
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Abweichung zur Normoxie (35,4 + 3,9 nmol/10” Zellen). Dagegen fllt der ATP-
Gehalt deutlich von 49,6 + 5,6 nmol/10” Zellen unter Normoxie auf 26,4 + 5,0
nmol/10’ Zellen nach Behandlung mit Ado-Dial 30 pM. Auch der Wert unter
Hypoxie ist vermindert, allerdings nicht signifikant (Tab. 17). Die EC liegt unter
Kontrollbedingungen bei 0,75 £ 0,01, fallt auf 0,69 + 0,01 wenn die Zellen mit
dem SAHH-Hemmstoff behandelt wurden. Auch unter hypoxischen

Bedingungen verringert sich der EC-Wert auf 0,70 + 0,02.

Tabelle 17: AMP-, ADP-, ATP-Konzentrationen und EC bei HelLa-Zellen. Die Zellen
wurden fur 24 h unter Normoxie, Hypoxie und Adenosin-2,3"-Dialdehyd (Ado-Dial) in
serumfreiem Medium inkubiert. Die Bestimmung der Adeninnukleotide erfolgte mittels

HPLC. Daten sind als MW = SEM bei n Bestimmungen angegeben. *p <0,05 vs.

Kontrolle.
Experimentelle n [ AMP ADP ATP EC
Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’
Zellen Zellen Zellen
Kontrolle 814305 354+39 49,6 £5,6 0,75+0,01
Ado-Dial 30 pM 5(143+10 26,5+48 26,4 +5,0* 0,69 + 0,01*
Hypoxie 517407 30,4+35 38,0+4,9 0,70 + 0,02*

3.3.4. MCF-7-Zellen

Bei dieser Zelllinie nimmt die AMP-Konzentration unter Normoxie einen Wert
von 6,6 + 0,6 nmol/10” Zellen, die ADP-Konzentration einen Wert von 25,7 + 3,4
nmol/10’ Zellen und die ATP-Konzentration einen Wert von 46,9 + 6,6 nmol/10’
Zellen an. Unter allen anderen Bedingungen sind keine signifikanten
Veranderungen der Adeninnukleotid-Spiegel festzustellen (Tab. 18). Die EC
steigt jedoch von 0,75 £ 0,01 unter Normoxie auf 0,79 + 0,01 unter Hypoxie an,
obwohl die Summe aller drei Adeninnukleotide insgesamt von 79 nmol/10’
Zellen auf 72 nmol/10’ Zellen verringert ist.
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Tabelle 18: AMP-, ADP-, ATP-Konzentrationen und EC bei MCF-7-Zellen. Die Zellen
wurden 24 h lang unter Normoxie, Hypoxie und Adenosin-2",3"-Dialdehyd (Ado-Dial) in
serumfreiem Medium inkubiert. Die Bestimmung der Adeninnukleotide erfolgte mittels

HPLC. Daten sind als MW + SEM bei n Bestimmungen angegeben. *p <0,05 vs.

Kontrolle.
Experimentelle | n | AMP nmol/10” | ADP nmol/10’ | ATP nmol/10” | EC
Bedingungen Zellen Zellen Zellen
Kontrolle 816,6+0,6 25,7+3,4 46,9 £ 6,6 0,75+0,01
Ado-Dial 3 uM 316,6+0,9 27,0+7,3 47,0+£119 0,75+0,01
Ado-Dial 10 pyM |3 | 7,3+£1,2 27,7+5,9 46,5 + 8,7 0,74 £ 0,01
Ado-Dial 30 uM |4 | 6,2+1,9 28,6+45 52,6 +7,6 0,77 £ 0,02
Hypoxie 6156+0,8 18,7+15 47,5+ 3,6 0,79 £0,01*
Ado-Dial 3 uM
+ Hypoxie 3149+09 18,8 +2,0 51,5+6,6 0,81 +0,01*
Ado-Dial 10 pM
+ Hypoxie 3151+0,8 21,7+1,6 45,1+45 0,76 + 0,02
Ado-Dial 30 pM
+ Hypoxie 3151+13 21,1+0,1 53,7127 0,80 + 0,02*

3.3.5. Hek-293-Zellen

In dieser Zelllinie ist die AMP-Konzentration unter Kontrollbedingungen 16,8 +
1,4 nmol/10” Zellen. Unter Hypoxie bei geringer Zelldichte erhéht sich die AMP-
Konzentration auf 23,4 + 2,3 nmol/10’ Zellen, wahrend sie bei hoher Zelldichte
auf 6,7 + 1,9 nmol/10” Zellen abfallt (Tab. 19). Die ADP-Konzentration betragt
unter Normoxie 22,9 + 2,0 nmol/10” Zellen und die ATP-Konzentration 18,7 +
2,0 nmol/10” Zellen. Ab einer Zellzahl von >2 x 10° Zellen/cm? fallen beide
Spiegel unter hypoxischen Bedingungen ab. Die Auftragung der einzelnen
Adeninnukleotid-Konzentrationen sowie der EC gegen die Zellzahl zeigt, wie
schon bei den Sk-Hep-1-Zellen beobachtet, eine deutliche Korrelation unter
Hypoxie (Abb. 10).

Nach Behandlung mit CoCl, verandern sich die ATP- und ADP-

Konzentration bei einer CoCl,-Konzentration von 300 uM (Tab. 20). Bei einer
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CoCl,-Konzentration von 1 mM betragt die Summe der drei Nukleotide 13
nmol/10” Zellen, nur noch knapp 1/5 der Summe unter Kontrollbedingungen.
Ein &hnliches Ergebnis zeigen die Zellen unter Hypoxie bei hoher Zelldichte.
Hier betragt die Summe aller drei Nukleotide 24 nmol/10’ Zellen. Die
Behandlung mit CoCl, 50 pM und 100 pM fahrt zur Erh6hung aller drei
Adeninnukleotid-Konzentrationen. Die Energieladung der Zellen ist unter diesen
Bedingungen allerdings gegentber der Kontrolle unverandert. Nur unter
Hypoxie und einer Zelldichte von <2 x 10° Zellen/cm? fallt die Energieladung der
Zellen signifikant auf 0,4 £ 0,02 ab.

Ado-Dial

Veranderung der Adeninnukleotid-Konzentrationen (Tab. 19).

Die Behandlung mit fuhrt unter Normoxie zu Kkeiner

Tabelle 19: AMP-, ADP-, ATP-Konzentrationen und EC bei Hek-293-Zellen. Die Zellen
wurden 24 h lang unter Normoxie, Hypoxie und Adenosin-2",3"-Dialdehyd (Ado-Dial) in
serumfreiem Medium inkubiert. Die Bestimmung der Adeninnukleotide erfolgte mittels
HPLC. Daten sind als MW + SEM bei n Bestimmungen angegeben. *p <0,05, **p
<0,001 vs. Kontrolle; “p <0,05, “p <0,001 vs. Hypoxie <2 x 10° Zellen/cm?.

Experimentelle | n | AMP ADP ATP EC
Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’

Zellen Zellen Zellen
Normoxie 14 116,8+1,4 22920 18,7+2,0 0,51 +0,02
Ado-Dial 10uM |5 16,925 20,9+5,2 17,8+48 0,50 + 0,03
Ado-Dial 30 uM |5 |18,0+£1,9 19,7+1,7 17,6 +3,1 0,49 + 0,03
Hypoxie <2 x
10° Zellen/cm? 6 [234+23* 17421 13,3+2,6 0,40 + 0,02**
Hypoxie >2 x
10° Zellen/cm® |4 |6,7+1,9*™ [9,0+1,3*» |85+0,8* |0,55=0,04"
Ado-Dial 10 uM
+ Hypoxie 3 [61£0,6"™ |92+15* 94+1,2 0,57 +0,01*
Ado-Dial 30 uM
+ Hypoxie 2 |15,6+10,5 18,9 +6,7 13,3+2,6 0,51 +0,09
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Abbildung 10: Korrelationen der Adeninnukleotiden und Energieladung mit der

Zelldichte bei Hek-293-Zellen unter Hypoxie (n =12-13). Die Zellen wurden unter

Normoxie kultiviert und dann 24 h lang in serumfreiem Medium unter Hypoxie inkubiert.

AnschlieBend wurden die Metabolite mit Perchlorsaure extrahiert und mittels HPLC

bestimmt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zahlkammer nach Neubauer bestimmt.
AMP: r =-0,8; p <0,001; ADP: r =-0,8; p <0,001; ATP: r =-0,03; p <0,05; EC: r=0,75; p

<0,05.
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Tabelle 20: AMP-, ADP-, ATP-Konzentrationen und EC bei Hek-293-Zellen. Die Zellen
wurden 24 h lang unter Normoxie und CoCl; in serumfreiem Medium inkubiert. Die
Bestimmung der Adeninnukleotide erfolgte mittels HPLC. Daten sind als MW + SEM

bei n Bestimmungen angegeben. *p <0,05, **p <0,001 vs. Kontrolle.

Experimentelle n | AMP ADP ATP EC
Bedingungen nmol/10’ nmol/10’ nmol/10’

Zellen Zellen Zellen
Kontrolle 14 | 16,8+1,4 229+2,0 18,7+ 2,0 0,51 +0,02
CoCl, 50 pM 2 28,0+10,0 35,1 +6,3* 243+55 0,49 + 0,03
CoCl, 100 pM 3 21,4+8,2 34,3+4,1* 26,0+14 0,54 + 0,06
CoCl, 300 pM 3 16,611 45,6 £ 15,5 54,9+255 |0,69+0,02*
CoCl, 1 mM 3 |36+£09* 6,5+ 2,0* 2,8+0,6* |0,50+0,01

3.4. Bestimmung der SAH -Hydrolase -Aktivitat

Die SAHH-Aktivitat wurde mittels eines Photometers bestimmt. Dabei wurde die
Extinktionen der Harnsaure bei 292 nm gemessen. HepG2-Zellen haben unter
Normoxie eine SAHH-Aktivitdt von 2,9 + 0,3 U. Diese verringert sich unter
Hypoxie auf 1,6 £ 0,5 U (Tab. 21). Bei Sk-Hep-1-Zellen ist die SAHH-Aktivitat
mit 0,56 £ 0,05 U unter Normoxie bedeutend geringer als bei HepG2-Zellen.
Unter Hypoxie verringert sich die Aktivitat, jedoch nicht signifikant. Nach der
Behandlung mit Ado-Dial 30 uM konnte mit der verwendeten Methode keine
SAHH-AKktivitat mehr gefunden werden (Tab. 21). HelLa-Zellen zeigen unter
Normoxie eine SAHH-Aktivitat von 0,66 + 0,07 U. Auch bei diesen Zellen fihrt
Hypoxie zu einer Reduktion der Aktivitat, die jedoch nicht signifikant ist (Tab.
21). Signifikant verringert ist die SAHH-Aktivitat dagegen nach Zugabe von
Ado-Dial 30 uM auf 0,05 £ 0,03 U. Unter Kontrollbedingungen haben die MCF-
7-Zellen eine SAHH-Aktivitdt von 0,59 + 0,04 U, die sich nach Hypoxie nicht
signifikant verandert hat. Die Hemmung der SAHH mit Ado-Dial 30 uM flhrt zu
einer 10-fachen Verringerung der Aktivitat auf 0,06 £ 0,04 U (Tab. 21). Hek-
293-Zellen haben unter Normoxie eine SAHH-Aktivitat von 0,86 + 0,06 U. Bei
dieser Zelllinie verringert sich die Aktivitat sowohl unter Hypoxie als auch nach
Inkubation mit CoCl, 300 uM nicht signifikant (Abb. 11). Wurden die Zellen mit
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Ado-Dial 30 uM behandelt, dann sank die SAHH-Aktivitat auf 0,16 + 0,03 U
(Tab. 21).

1,04
0,94
0,8
0,74
0,64
0,54
0,4

0,34

SAHH-AKktivitat U

0,21
0,1

0,0+

Kontrolle Hypoxie CoCl 300 uMm

Abbildung 11: Photometrische Bestimmung der SAHH-Aktivitdt von Hek-293-Zellen
unter Normoxie, Hypoxie und CoCl;, (300 uM). Die Zellen wurden 24 h lang unter den
jeweiligen Bedingungen in serumfreiem Medium inkubiert. Die SAHH-Aktivitdt wurde im
Gesamtzellextrakt photometrisch bestimmt. Dabei wird das durch die SAHH
entstehende Adenosin zu Harnsédure umgewandelt, welche bei 292 nm gemessen

werden kann. Daten sind als MW + SEM angegeben (n =3-10).

Tabelle 21: Ubersicht der verschiedenen SAHH-Aktivitaten aller Zelllinien nach
Inkubation unter Normoxie (n =3-10), Hypoxie (n =3-8) und nach Hemmung der SAHH
(n =3) fur 24 h in serumfreiem Medium. Die SAHH-Aktivitat wurde im Gesamtzellextrakt
photometrisch bestimmt. Dabei wird das durch die SAHH entstehende Adenosin zu
Harnsaure umgewandelt, welche bei 292 nm gemessen werden kann. Daten sind in
Units und als MW = SEM angegeben. *p <0,05; **p <0,001 vs. Kontrolle.

Exp. Bed. | HepG2 Sk-Hep-1 HelLa MCF-7 Hek-293

Kontrolle 29+0,3 0,56+0,05 |0,66+0,07 |0,59+0,04 0,86 +£ 0,06

Hypoxie 16+05* |041+003 |051+0,03 |0,47+0,09 0,78 +0,04

Ado-Dial /] 0 (*@ aus- 0,05 +0,03* | 0,06 £ 0,04** | 0,16 £ 0,03**
30uM wertbar)
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4 Diskussion

Der Quotient aus den intrazellularen Konzentrationen von SAM und SAH wird
als Methylierungspotential (MP) bezeichnet und gibt Auskunft Uber den
Methylgruppentransfer von SAM auf einen Akzeptor (37). Da SAH als
kompetitiver Inhibitor mit einer hoheren Affinitit an SAM-abhéngige
Methyltransferasen bindet als SAM selbst (103), vermag ein hoher
intrazellularer SAH-Spiegel das MP starker und effektiver zu senken als
verminderte SAM-Konzentrationen. Das MP liefert wichtige Informationen Uber
die Transmethylierungsvorgange einer Zelle, wobei ein Abfall dieses Quotienten
verminderte zellulare Methylierungsaktivitat bedeutet (104,105).

In dieser Studie wurde das MP von flnf verschiedenen Zelllinien untersucht.
Um das MP zu bestimmen, wurde eine sensitive HPLC-Methode zur
gleichzeitigen Messung der Konzentrationen von SAM, SAH und Adenosin
benutzt. Da die SAHH die intrazellularen SAH-Spiegel kontrolliert, wurde das
MP gezielt durch Hemmung dieses Enzyms mit Hilfe des potenten und
selektiven Hemmstoffes, Ado-Dial (106), verandert. Auf3erdem wurde der
Einfluss von Hypoxie und CoCl, als Hypoxie-Imitator (80) auf diese Zelllinien
untersucht.

Ausgewahlt wurden Zelllinien mit verschiedenen Merkmalen und
Eigenschaften. Der Hauptunterschied besteht in ihrer Gewebeherkunft. Es
wurden humane Tumorzelllinien aus der Leber (HepG2- und Sk-Hep-1-Zellen),
aus der Gebarmutter (HeLa-Zellen), aus dem Brustgewebe (MCF-7-Zellen) und
eine embryonale Nierenzelllinie (Hek-293-Zellen) verwendet. Da HepG2-Zellen
schon in vielen Studien untersucht wurden, dienten sie als Referenz fur die
angewendeten Mess- und Auswertungsmethoden. Aul3erdem ist bekannt, dass
das MP dieser Zelllinie unter Hypoxie ansteigt, und ein Zusammenhang des MP
mit der Expression verschiedener Gene besteht (101,107).

Ein weiterer Unterschied besteht in der Verdoppelungszeit. Wahrend sich

die Tumorzellen HepG2, HeLa und MCF-7 innerhalb von 50 Stunden teilen,
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verdoppelt sich die Tumorzelllinie Sk-Hep-1 innerhalb von 30 Stunden. Hek-
293-Zellen, die embryonaler Herkunft sind, wachsen &hnlich schnell wie Sk-

Hep-1-Zellen (Verdopplungszeit: 20-24 Stunden).

In dieser Studie sollte untersucht werden, ob sich Zelllinien, die zwar
unterschiedlicher Herkunft sind, aber &hnliche Teilungsraten haben, in ihrem
MP unterscheiden, und ob das ermittelte MP Ruckschlisse auf die
Stoffwechsellage der Zellen zuléasst. Dartber hinaus sollte der Einfluss von
Hypoxie, Ado-Dial und CoCl, auf das MP untersucht werden. Dabei wurde die
SAHH-AKktivitat unter den jeweiligen Bedingungen genauso bertcksichtigt wie

die Uberlebensrate und der Energiemetabolismus der einzelnen Zelllinien.

4.1. SAM- und SAH -Konzentrationen, MP

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen, dass das MP der
verschiedenen Zelllinien bereits unter Kontrollbedingungen stark variiert. Diese
Variabilitat wird vor allem durch die signifikanten Unterschiede der SAH-
Konzentrationen bedingt und weniger durch die SAM-Werte, die in den
verschiedenen Zellkulturen weitgehend &hnlich sind. Da unter Kontroll-
bedingungen die Uberlebensrate der hier untersuchten Zelllinien keine starken
Abweichungen aufweist, lasst diese Beobachtung den Schluss zu, dass ein MP
zwischen 6,6 und 67 den normalen physiologischen Zustand einer Zelle
widerspiegelt. Dies steht in Ubereinstimmung mit der Literatur, in der Werte fir
das MP von 5 bei murinen N2a-Neuroblastomzellen (106), bis zu 65 bei der
Rattenniere (36) oder 80 bei humanen HL-60-Zellen (108) angegeben sind.
Weitere Studien berichten flr Nagetiere ein physiologisches MP von 3-10 (109)
und ein Abfall der meisten Methyltransferasen erst ab einem MP von weniger
als 2 (44,110).

HepG2-Zellen weisen mit 67,0 £ 8,3 das mit Abstand hdchste MP auf, gefolgt

von Sk-Hep-1-Zellen mit 21,1 £ 1,3 und MCF-7-Zellen mit 14,4 + 1,1. Die
niedrigsten MP-Werte wurden bei HelLa- und Hek-293-Zellen beobachtet (6,6 +
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0,7 und 7,1 £ 0,3). Neben einer etwas hoher als bei den ubrigen Zellkulturen
liegenden SAM-Konzentration besitzen HepG2-Zellen eine sehr geringe SAH-
Konzentration. Ahnliche SAM- und SAH-Konzentrationen von 2,2 nmol/10’
Zellen bzw. 0,03 nmol/10 Zellen wurden auch in der humanen HL-60-Zelllinie
gemessen (108). Ein Grund fur die niedrigen SAH-Werte bei den HepG2-Zellen
kénnte die hohe SAHH-Aktivitat von 2,9 + 0,3 U sein, die daflr sorgt, dass SAH
nicht akkumuliert, sondern schnell weiter zu Adenosin und Homocystein
hydrolysiert wird (35). Unter normalen physiologischen Bedingungen ist die
SAHH fiur die intrazellulare SAH-Konzentration verantwortlich (103,110). Ein
anderer Mechanismus, die SAH-Konzentration im Zytosol zu beeinflussen,
scheidet aus, da SAH die Plasmamembran nicht passieren kann. Auch sind
keine SAH-Transporter bekannt (111,112).

Sk-Hep-1-Zellen, deren SAM-Konzentration 20-mal hoher ist als die
SAH-Konzentration, zeichnen sich durch eine besonders geringe SAHH-
Aktivitat von 0,56 + 0,05 U aus. Sie betragt nur ein Funftel der bei HepG2-
Zellen beobachteten. Das ware ein Hinweis dafir, dass SAH hier nicht so
schnell entfernt wird wie in HepG2-Zellen. Da in beiden Zelllinien Adenosin in
gleicher Konzentration vorliegt, kann auch nicht angenommen werden, dass
das Reaktionsgleichgewicht in Richtung der Synthese verschoben ist. Aus dem
Ergebnis lasst sich der Schluss ziehen, dass die SAH-Konzentration in der Zelle
mit der SAHH-Aktivitat negativ korreliert.

Bei HelLa-Zellen liegt die Adenosin-Konzentration etwa 2,5-mal, bei
MCF-7-Zellen sogar 9-mal so hoch wie in HepG2-Zellen, und beide verfiigen
nur Uber geringe SAHH-Aktivitat. Wie man weifl3, fihrt vermehrtes Adenosin als
Produktinhibitor der SAHH zur Akkumulation von SAH und zur vermehrten
Synthese von SAH aus Adenosin und Homocystein (35,36). Darin kénnte also
der Grund fur die hohen SAH-Werte bei gleichzeitig niedrigen SAM-Werten in
diesen beiden Zelllinien liegen. Urséachlich fur die niedrigen Adenosin-
Konzentrationen in den anderen Zelllinien kdnnte eine hohe Aktivitat der
Adenosindesaminase sein, die das anfallende Adenosin weiter verstoffwechselt
(34,35).

50



Diskussion

Es wird also deutlich, dass das MP nicht allein durch die SAHH-Aktivitat
bestimmt wird. Hek-293-Zellen zum Beispiel haben bei niedrigem MP eine
vergleichsweise hohe Aktivitat von 0,86 + 0,06 U, und Sk-Hep-1-Zellen weisen
bei einem eher hohen MP nur eine Aktivitat von 0,56 + 0,05 U auf.
Offensichtlich sind es mehrere Faktoren in der Zelle, die in diesen Zyklus
eingreifen und das MP kontrollieren.

Auch zeigen die Ergebnisse der Hek-293-Zellen besonders anschaulich,
dass ein erniedrigtes MP nicht unbedingt auf eine niedrige Stoffwechselaktivitét
hindeutet, da diese Zellen trotz einer sehr hohen Teilungsrate (94) ein sehr
niedriges MP haben. Fraglich bleibt, ob das MP in Zelllinien mit hoher
Methylierungsaktivitdt nun auf einen extrem niedrigen Wert gesenkt werden
muss, um Veranderungen der Transmethylierungsaktivitat zu sehen, oder ob fur

verschiedene Zelllinien die prozentuale Reduktion ausschlaggebend ist.

Eine Erklarungsmaglichkeit fur die verschiedenen Werte, die das MP annehmen
kann, kdnnte im Ursprung der Zelllinien liegen, d. h. aus welchem Gewebe sie
stammen. Die beiden Leberzellarten HepG2 und Sk-Hep-1 liegen mit ihrem MP
deutlich tUber den anderen Zelllinien, die nicht aus der Leber stammen.
Weiterhin konnte dem Differenzierungsgrad eine grol3ere Bedeutung
zukommen. Hoffman et al. konnten 1979 (103) einen Zusammenhang zwischen
dem MP und der Aktivitat der Phosphatidylethanolamin-Methyltransferase in der
Rattenleber feststellen. Wahrend die Enzymaktivitat in den ersten 50 Tagen am
hochsten ist, ist auch das MP mehr als doppelt so hoch als danach, wenn sich
auch die Aktivitat auf einem niedrigeren Niveau einstellt. Das zeigt den Bezug
von Zellaktivitaten zu dem jeweiligen Entwicklungsgrad in Zellkulturen und wie

diese sich im Laufe der Reifung und Differenzierung andern kénnen.

Der Untersuchung, wie sich Hypoxie auf das MP in den Zelllinien auswirkt, kam
eine besondere Bedeutung zu, da Hypoxie bekanntlich im Frihstadium einer
Tumorentwicklung auftritt (63) und zur Expression verschiedener Gene fihrt
(64-66). Da ein erhbhtes MP flr die rasche Proliferation von Vorteil sein kdnnte,
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erschien es interessant zu beobachten, wie Sauerstoffmangel in den hier

verwendeten Kulturen wirkt.

Interessant war die Beobachtung, dass die Zelllinien auch auf Hypoxie sehr
unterschiedlich reagierten. Die Kultivierung von MCF-7-Zellen unter
hypoxischen Bedingungen hat keinerlei Einfluss auf das MP. Bei HelLa-Zellen
fallt das MP dagegen moderat, wenn auch nicht signifikant. Dabei ist die

intrazellulare SAM-Konzentration unter Hypoxie deutlich gesenkt.

Ein Abfall des MP unter Hypoxie wird in der Literatur bereits beschrieben, nicht
dagegen ein Anstieg. In der vorliegenden Studie allerdings konnte unter Oo-
Mangel auch ein Anstieg des MP der Zellen gezeigt werden. Das MP von
HepG2- und Sk-Hep-1-Zellen steigt unter Hypoxie auf ca. 300 % des typischen
Werts unter Kontrollbedingungen und bei Hek-293-Zellen sogar um mehr als
500 %. Die Veranderungen bei HepG2-, Sk-Hep-1- und Hek-293-Zellen sind
abhangig von der Zelldichte und treten erst auf, wenn diese >2 x 10° Zellen/cm?
betragt (113). Bei allen drei Zelllinien ergibt sich eine positive Korrelation
zwischen der Zelldichte und dem MP. Warum bei manchen Zelllinien das MP
unter Hypoxie erst ab einer bestimmten Dichte erhéht ist, liegt vermutlich daran,
dass sich der Sauerstoffmangel ab einer bestimmten Zellzahl drastisch
verstarkt, und perizellular ein viel niedrigerer Sauerstoffpartialdruck vorliegt, als
im Inkubationsgas in der konfluenten Einzellschicht herrscht (114).

Waéhrend bei HepG2- und Hek-293-Zellen (Abb. 7) das unter Hypoxie
erhohte MP auf eine von der Zelldichte abhangigen Reduktion der SAH-
Konzentration zuriickzufthren ist, beruht es bei Sk-Hep-1-Zellen auf dem mit
der Zelldichte korrelierenden Anstieg der SAM-Konzentration (Abb. 5). Aufgrund
der gleichzeitig erhdhten SAM-Konzentrationen in HepG2- und Hek-293-Zellen
kann davon ausgegangen werden, dass unter Hypoxie die
Transmethylierungsrate in der Zelle abnimmt. Daflr spricht auch die geringe
SAHH-AKktivitat von 1,6 + 0,5 U bzw. 0,78 £ 0,04 U, die an den erniedrigten
SAH-Spiegel angepasst ist. Diese Beobachtung stimmt mit der Studie von

Hermes et al. (2004) lberein, in der gezeigt werden konnte, dass Hypoxie den
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Spiegel der SAHH-mRNA in HepG2-Zellen reduziert (101). Das bedeutet
jedoch, dass ein erhbhtes MP nicht notwendigerweise mit vermehrten
Transmethylierungen einhergeht, sondern dass diese unter bestimmten
Bedingungen sogar reduziert sein kbnnen.

Obwohl das MP von HepG2-Zellen unter Kontrollbedingungen mit dem
MP in Rattennieren Ubereinstimmt, fihrt eine 30-minttige Ischamie in der
Rattenniere zu einem verringerten MP (36). Dabei muss jedoch beachtet
werden, dass eine Ischamie nicht nur zu einer Sauerstoffunterversorgung fuhrt,
sondern vielmehr dem Gewebe auch eine Versorgung mit Glukose entzogen
wird. ATP fallt dann drastisch ab (115) und steht einer weiteren SAM-Synthese
nicht mehr zur Verfigung. Aul3erdem steigt unter Ischamie in der Rattenniere
das Adenosin auf Konzentrationen an, die eine Hemmung der SAHH bewirken

kénnen, da Adenosin in vitro die SAHH mit einem K; von 3 uM hemmt (97).

Interessanterweise stellte sich bei Sk-Hep-1-Zellen, bei denen die SAM-
Konzentration abhangig von der Zelldichte ansteigt und die SAH-Konzentration
unbeeinflusst bleibt, eine gleichzeitige positive Korrelation zwischen ATP und
zunehmender Zelldichte unter Hypoxie heraus. Obwohl die ATP-Konzentration
unter leichter Hypoxie erst einmal signifikant vermindert ist, steigt sie bei
zunehmender Zellzahl und damit starkerer Hypoxie wieder an. Die SAM-
Synthese aus ATP scheint somit bei Sk-Hep-1-Zellen unter Hypoxie stimuliert
zu sein, wahrend bei allen anderen Zelllinien eher ein Abfall der ATP-
Konzentrationen zu sehen ist.

Bei HelLa-Zellen beobachtet man unter Hypoxie keine signifikante
Veranderung der SAH-Konzentration, wahrend SAM sogar im Gegensatz zu
den anderen Zelllinien vermindert ist. Verminderte SAM-Werte, begleitet von
einem geringeren MP, wurden auch in der Rattenleber und in einer Primarkultur
von Rattenhepatozyten gefunden, die Hypoxie ausgesetzt waren (67,71,72).
Die Studie von Avila et a. (72) zeigte unter Hypoxie einen Abfall des MP von 4,2
auf 2,6, eine Reduktion des MAT-mRNA-Spiegels sowie der MAT-Aktivitat
bereits nach 6 h. Da Hypoxie die ATP-Konzentration in HelLa-Zellen nicht

signifikant verandert, kann ausgeschlossen werden, dass eine erniedrigte
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Konzentration der Substrate ATP und Methionin fir den verminderten SAM-
Gehalt dieser Zelllinien verantwortlich war, sondern dass tatsachlich die von
Avila et al. demonstrierte Reduktion des MAT-mRNA-Spiegels unter Hypoxie

ausschlaggebend ist.

Eine zusatzliche Untersuchung, die des Einflusses von mit CoCl, auf die
Methylierungsaktivitat, wurde in Hek-293-Zellen durchgefuhrt. Das SAM steigt
konzentrationsabhangig bis auf 3-fache Werte bei 300 uM an. Da auch die
ADP- und ATP-Konzentrationen konzentrationsabhéngig ansteigen, liegt nahe,
dass vermehrte Synthese von SAM die Ursache ist. Insgesamt ist auch das MP
konzentrationsabhangig, wenn auch nicht signifikant erhoht. Auffallend ist, dass
ab einer Konzentration von 1 mM CoCl, sowohl die Konzentration von SAM als
auch die von SAH wieder fallt. Da auch die Konzentrationen der
Adeninnukleotide bei dieser CoCl,-Konzentration abfallen, kann davon
ausgegangen werden, dass Co?' in derart hoher Konzentration die Zelle
schadigt und somit zum Zelltod fuhrt. Diese Ergebnisse stimmen mit einer
Studie Uberein, in der Alveolarepithelzellen mit CoCl, inkubiert wurden und man
Zu einer LDsp von 1,1 mM kam, die Konzentration bei der nur noch 50 %ige
Zellvitalitat zu beobachten ist (116). Bis zu dieser Konzentration bleibt die
Vitalitdt jedoch konstant, so dass man fur die vorliegende Studie keinen
toxischen Effekt bei 300 UM erwarten muss.

Adenosin ist bei dieser Zelllinie nach Behandlung mit CoCl, in nicht
toxischen Konzentrationen das einzige Mal signifikant erh6ht. Ein
Zusammenhang koénnte mit den hierbei vorkommenden hdheren
Konzentrationen der Adeninnukleotide bestehen. Da die Aktivitdten von
ATPasen, ADPasen und AMPasen sehr hoch sind (117), so dass
Adeninnukleotide schnell zu Adenosin konvertiert werden, kann das der Grund
fur akkumuliertes Adenosin sein.

CoCl; scheint wie schwache Hypoxie zu wirken, da sowohl die Werte von
SAM, SAH als auch fur das MP denen unter Hypoxie bei einer Zelldichte <2 x
10° Zellen/cm? entsprechen. Vor allem bei einer Konzentration von 300 uM wird

diese Ubereinstimmung deutlich. In den Experimenten bei hoher Zelldichte
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wurde perizellular ein viel niedrigerer Sauerstoffdruck als im Inkubationsgas
angenommen, was zur verstarkten Hypoxie fiihrt. Unter Einfluss von CoCl, ist
allerdings nicht klar, wie viel davon tatsachlich an den Porphyrinring im Hamteil
diverser Ham-Proteine gebunden vorliegt, und so verhindert, dass Sauerstoff
gebunden werden kann (80). Wie stark also der hypoxische Effekt ausfallt, ist
nicht feststellbar. Eine starkere Hypoxie durch CoCl, nachzuahmen, ist
aufgrund der Toxizitat des Stoffes nicht méglich. Somit bleibt auch fraglich, ob
es sich bei dem von CoCl, ausgelosten Effekt tatsadchlich um denselben

Mechanismus handelt wie bei Hypoxie.

Bei all den Experimenten, in denen Verdnderungen intrazellularer
Methylierungsvorgange untersucht wurden, stellt sich die Frage, ob
Langzeitveranderungen oder Verdnderungen uber einen kurzen Zeitraum die
Methylierungsaktivitdt beeintrachtigen. Chawla et al. (71) setzten Ratten einer
physiologischen Hypoxie von 10 % O, aus und konnten erst nach 10 Tagen
Veranderungen feststellen. Ein intrazellularer SAM-Verlust fuhrte dabei zu
hypomethylierter DNA und gesteigerter Aktivitat der tRNA-Methyltransferase.
Eine akute Hypoxie mit 3 % O, fuhrte dagegen schon nach 6 h zu einer
Verédnderung in Rattenhepatozyten (72).

Die Auswirkungen eines veranderten MP unter hypoxischen
Bedingungen auf Methylierungsreaktionen sind ebenfalls beispielhaft an
verschiedenen Modellen untersucht worden. So wurde mittels Real-Time-PCR-
Analyse gezeigt, dass Erythropoietin-Expression bei HepG2-Zellen unter
Hypoxie gesteigert war (101). Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach
Behandlung mit CoCl, gefunden (107). Die Genexpression der SAHH hingegen
ist signifikant  vermindert, wahrend die des HIF-1a von der
Sauerstoffkonzentration unabhangig ist. Auch hier kommt man zu dem Schluss,
dass kurzzeitige Veranderungen des MP sich also unterschiedlich auf die

MRNA-Spiegel verschiedener Gene auswirken (101).

Ein wichtiges Kriterium bei den vorliegenden Untersuchungen spielt der

tumorale bzw. embryonale Ursprung der Zellen. Dass die Anpassung an

55



Diskussion

Hypoxie zwischen verschiedenen Zelltypen stark variiert (61), und dass manche
Zellen sogar leicht durch Sauerstoffmangel geschadigt werden (62), ist in der
Literatur beschrieben. Auf der anderen Seite besteht aber auch die Annahme,
dass Hypoxie bei schnell proliferierenden Tumorarten (63) durch die Induktion
verschiedener Gene (64-66) ein Vorteil darstellen kann. Ausgehend von den
Ergebnissen dieser Studie kdnnte man folgern, dass diejenigen Zelllinien, die
mit einem erhéhten MP auf Hypoxie reagieren (HepG2-, Sk-Hep-1- und Hek-
293-Zellen), an Sauerstoffmangel adaptiert sind, wahrend die anderen Zellen
ebenso wie Primarkulturen, nicht in dem Umfang adaptieren kénnen oder ihr
Adaptionsvermogen bereits verloren haben. Es liegt nahe, dass adaptierte
Zellen eine solche Situation schneller erkennen und wie in einer Stresssituation
ihr System hochfahren, um die intrazellularen Methylierungen konstant zu

halten.

Durch die Inhibition der SAHH mittels Ado-Dial konnte in allen Zelltypen eine
verstarkte Akkumulation von intrazellularem SAH und einem dadurch drastisch
verringertem MP erreicht werden. Bei Sk-Hep-1-Zellen fiihrte die Behandlung
mit Ado-Dial 30 uM unter normoxischen Bedingungen zu einer 40-fachen
Reduktion des MP, wobei die Konzentration von SAM unverandert blieb und die
des SAH auf das 50-fache anstieg. Auch eine 40-fache Reduktion des MP
wurde in der Studie von Hermes et al. fir HepG2-Zellen nach Inkubation der
Zellen mit Ado-Dial 30 uM erzielt (101). Unter hypoxischen Bedingungen fallt
das MP noch drastischer. Bei diesen Versuchen stellte sich kein bedeutender
Einfluss der Zelldichte auf die Ergebnisse heraus, so dass sich dieser Mittelwert
auf die gesamte Breite der Zelldichten bezieht. Die beiden Leberzellarten
HepG2 und Sk-Hep-1 zeigen deutliche Ahnlichkeiten in ihrem Verhalten. Auch
wenn sie nicht Uber dieselben  Ausgangskonzentrationen  unter
Kontrollbedingungen verfiigen, stimmen sie in ihrer Reaktion und ihrer
prozentualen Abweichung nicht nur im MP (Uberein, sondern auch bei den
SAHH-Aktivitaten.

Auch bei Hek-293-Zellen fallt das MP nach Behandlung der Zellen mit

Ado-Dial unter Hypoxie starker (35-fach) als unter Normoxie (24-fach). Die
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SAH-Konzentrationen steigen auf das 45-fache bzw. auf das 34-fache an. Das
MP bei MCF-7-Zellen fallt nach Hemmung der SAHH mit Ado-Dial 30 uM unter
Normoxie auf ein Drei3igstel bzw. unter Hypoxie auf ein Zwanzigstel ab.

Bei HelLa-Zellen lasst sich das MP unter Normoxie nur auf ein Zehntel
reduzieren und nur auf ein Viertel unter Hypoxie. Auffallend bei dieser Zelllinie
ist die geringe SAH-Akkumulation, die nur 14-fache Werte unter Normoxie
erreicht. Unter Hypoxie steigt SAH sogar nur auf das 3-fache, und SAM féllt im
Gegensatz zu den anderen Zelllinien sogar ab. Beachtlich ist, dass in dieser
Zelllinie unter samtlichen Bedingungen das MP nur geringe Abweichungen
zeigt, wahrend andere eine Spanne von bis zu 130-fachen Werten (Hek-293-

Zellen) zeigen.

Bei den Zelllinien MCF-7 und Hek-293 wurde ein konzentrationsabhangiger
Abfall des MP durch Inhibition der SAHH mittels Ado-Dial gezeigt. Dabei wurde
der Hemmeffekt von Konzentrationen zwischen 3 und 30 uM untersucht und der
starkste Hemmeffekt bei 30 puM festgestellt. Ursache ist eine zunehmend
verstarkte SAH-Akkumulation in der Zelle. Diese Konzentrationsabhéngigkeit
steht in Ubereinstimmung mit der von Hermes et al. (101) beobachteten
Hemmung bei HepG2-Zellen. In Phaochromozytomzellen der Ratte konnte
bereits bei einer Konzentration von 5 uM, allerdings bei einer Inkubation Gber 3
Tage, ein maximaler Effekt auf das MP beobachtet werden (118). Auch
immunologische Methoden zum Nachweis nativer SAHH bestatigen, dass nach
Inkubation der Zellen mit Ado-Dial keine native SAHH mehr nachzuweisen ist,
im Gegensatz zu Kontroll- oder Hypoxiebedingungen (101). Der Grund liegt in
der Konformationsanderung des Enzyms nachdem Ado-Dial gebunden wurde
(119). Diese Bindung des kompetitiven Antagonisten ist irreversibel und fuhrt
dazu, dass das Enzym in die geschlossene Form ubergeht und in dieser
verharrt. Eine noch hdhere Konzentrierung scheint erwiesenermal3en nicht
sinnvoll, da keine gesteigerte Wirkung zu erwarten ist (101). Cory und Mansell
zeigten, dass Ado-Dial bei einer Konzentration von 630 pM die
Ribonukleotidreduktase-Aktivitat in Tumoren um 57 % senkt (120). Bei der hier

verwendeten Konzentration von maximal 30 puM ist dieser Effekt nicht zu
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erwarten. Im Gegensatz zu anderen Inhibitoren der SAHH, wie z.B. DZA (45),
dient Ado-Dial als nicht umsetzbares Substratanalogon fur die SAHH und ist
deshalb ein wirkvoller Hemmstoff, um SAM-abhangige Transmethylierungen zu
untersuchen. Zudem interferiert es nicht mit der Bestimmung von Adenosin und

SAH mittels HPLC, weil es eine andere Retentionszeit hat (101).

Untersuchungen Uber die Auswirkungen eines verringerten MP auf
Methylierungsreaktionen wurden in der Literatur beschrieben. Eine Studie
berichtet von verminderter Expression von Erythropoietin und verringertem
VEGF-A-mRNA-Spiegel unabhéngig von der Sauerstoffkonzentration. Die
Konzentrationen von SAHH- und HIF-1a-mRNA waren kaum durch Hemmung
der SAHH beeinflussbar, was zum einen an der langeren Halbwertszeit dieser
MRNA liegen kann, zum anderen mit der Beobachtung Ubereinstimmt, dass
HIF-1a durch posttranskriptionelle Modifikation reguliert wird (121). Auch Bartel
und Borchardt konnten das MP mit Ado-Dial 5 uM auf 90 % senken, was zu
partiell verminderter Lipidmethylierung, Proteincarboxylierung und RNA-
Methylierung gefuhrt hat (50). Andere Studien kamen zu dem Ergebnis, dass in
HepG2- und HelLa-Zellen die Methylierung der gesamten mRNA reduziert war,
jedoch kein Effekt auf die DNA-Methylierung existierte. Letztere taucht
allerdings auch nur wahrend der S-Phase des Zellzyklus auf (101,122) und ist
somit vermutlich erst nach langerer Zeit beeinflussbar. In menschlichen
Lymphozyten fihrten dagegen bereits 2-fach erhohte SAH-Werte zu DNA-
Hypomethylierung (123), und auch in Geweben von Mausen, die fir die
Cystathionin-3-Synthase heterozygot sind (124), konnte bei verringertem MP
globale DNA-Hypomethylierung festgestellt werden. Eine weitere Ursache fir
den ungleichen Effekt eines veranderten MP auf intrazellulare Vorgénge
konnten die unterschiedlich reagierenden Methyltransferasen sein. So konnte
gezeigt werden, dass manche empfindlicher auf den inhibitorischen Effekt von
SAH reagieren als andere (125).

Neue Studien berichten von einem Menschen mit einem SAHH-Mangel,
der mit 150-fach erhéhten SAH-Plasmaspiegel und dem sehr niedrigen MP von
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0,6 einhergeht. Obwohl dies zu biochemischen und physiologischen
Abnormalitaten fihrt, ist es mit dem Leben vereinbar (126).

Manche Zellen besitzen demnach viele Mdéglichkeiten, ihr MP unter den
verschiedenen Bedingungen Uber eine grol3e Spanne zu regulieren, wahrend
andere zwar auch reagieren, die Werte fir das MP aber nur gering schwanken.
Inwieweit dadurch eine Veranderung der DNA- und RNA-Methylierung oder
eine Veranderung der Genexpression bewirkt wird, bleibt unklar. Die Tatsache,
dass kurzzeitige Anderung des MP die Expression einer Reihe von Genen
verandert, stellt die generelle Bedeutung des MP fur samtliche Zellen in Frage.
Es ist mehr ein genereller Indikator innerhalb eines bestimmten Zelltyps, als

dass er eine allgemeine Aussage uber die Transmethylierungsaktivitat zulasst.

4.2. Vitalitat der untersuchten Zelllinien

Die Uberlebensrate der Zellen wurde bestimmt, um den Einfluss von Hypoxie
oder Hemmung der SAHH durch Ado-Dial auf die Vitalitat der Zellen zu zeigen.
Eine Studie von Hoffman (109) zeigt, dass die Methyltransferasen nach dem
Zelltod noch einige Zeit lang aktiv sind, wahrend die SAHH ihre Aktivitat verliert.
SAH steigt somit in den ersten 20 Sekunden nach dem Absterben erst einmal
an, SAM dagegen nimmt intrazellular ab, da kein ATP mehr fur die

Neusynthese zur Verfligung steht.

Sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie liegen die einzelnen Werte fir
die Vitalitat der Zellen zwischen 82 und 93 %, was in Ubereinstimmung mit der
Literatur steht. Auch Rattenhepatozyten zeigen nach 6 h Inkubation unter
Hypoxie keine Einschrankung der Vitalitdt (88,5 % der Kontrolle), allerdings
wurde bei dieser Studie der Sauerstoffpartialdruck nur auf 3 % reduziert,
wahrend bei der vorliegenden Studie die Zellen fur 24 h bei 1 % O, inkubiert
worden waren (72). Die Fahigkeit der untersuchten Zelllinien, sich an niedrige
O,-Konzentrationen zu adaptieren, konnte somit auf den tumoralen Ursprung

zurtickzufihren sein. Unterstitzt wird diese Annahme durch Untersuchungen
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bei einer Art des Nierenzellkarzinoms (127), welches mit einer vererbten
Mutation des VHL-Gens assoziiert ist. Der Verlust an pVHL bewirkt hier, dass
HIF-1 wie unter hypoxischen Bedingungen nicht mehr abgebaut werden kann,
und somit zur Aggressivitat des Tumorwachstums beitragt (128). Hypoxie
scheint dementsprechend nicht unbedingt zum Wachstumsstillstand zu fihren,
sondern besitzt unter anderem auch eine Schlusselrolle im Tumorwachstum

und der Angiogenese (129).

Da Ado-Dial zytostatische und zytotoxische Wirkungen auf verschiedene Zellen
ausubt (49,108,130,131), war es fur die vorliegenden Experimente wichtig, bei
einer Konzentration zu arbeiten, die zum einen hoch genug ist, um die SAHH-
Aktivitdt zu reduzieren, zum anderen jedoch nicht so hoch ist, dass sie die

Uberlebensrate der Zellen beeinflusste.

Bei keiner der hier verwendeten Kulturen kam es durch 24-stiindige Inkubation
mit Ado-Dial bei einer Konzentration von 30 puM zum Zellsterben. Bei
Phaochromozytomzellen der Ratte bewirkt Ado-Dial in Konzentrationen ab
10 uM zwar Hemmung des Wachstums, beeintrachtigte aber nicht die Vitalitat,
selbst bei einer Konzentration von 30 pM uber drei Tage hinweg. Der Zelltod
trat erst zu einem spéateren Zeitpunkt (>4 Tage) ein (118). Wahrscheinlich bleibt
eine geringe, fir das weitere Uberleben aber ausreichende Restaktivitat des
Enzyms bestehen. Bei der SAHH-knock-out-Maus wurde namlich beobachtet,
dass Fehlen der SAHH embryonale Letalitat zur Folge hat (132). Hinzu kommt,
dass die Zellen in dieser Studie normalerweise Uber ungestorte SAHH-AKktivitét
verfiigen, und die durch den Dialdehyd hervorgerufenen Anderungen der
Stoffwechselprozesse nicht lang genug andauern, um die Zellen sterben zu

lassen.
Die Ergebnisse vorliegender Studie sind eindeutig auf die Wirkung von Ado-

Dial, Hypoxie und CoCl, zurlckzufuhren, da unter keinen Bedingungen die
Uberlebensfahigkeit der Zellen eingeschrankt war.
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4.3. Energieladung der Zellen

Da ein Zusammenhang des Energiemetabolismus mit Transmethylierungs-
reaktionen Uber die SAHH vermutet wird (36), wurden in vorliegender Studie die
Konzentrationen der Adeninnukleotide unter den jeweiligen Bedingungen
gemessen und daraus auch die Energieladung (EC) berechnet. Diese gibt das
Verhaltnis von ATP-Gewinn und -Verbrauch wieder, wodurch der Energiestatus
einer Zelle kontrolliert wird (133).

Die Zelllinie Sk-Hep-1 weist von allen untersuchten Zelllinien die geringste
AMP- und die hochste ATP-Konzentration auf, was zu der sehr hohen EC von
0,81 fuhrt und mit physiologischen Werten aus in vivo-Experimenten mit
verschiedenen Menschen- und Rattengeweben (bereinstimmt (36,134).
Ebenso liegt die Summe der Konzentrationen der drei Nukleotide mit 106
nmol/10” Zellen weit iiber den Werten der ubrigen Zelllinien. Hek-293-Zellen
haben unter normoxischen Bedingungen die geringste EC (0,52). Dennoch ist
diese geringe Energieladung problemlos mit normaler Zellfunktion vereinbar,
wie auch frihere Studien zeigten (135). Da nicht die geringen ATP-Werte fur
die niedrigen EC-Werte verantwortlich sind, sondern vielmehr die hohen AMP-
Werte, zeigt, dass die der Zelle zur Verfigung stehende Energie nicht weniger
ist als bei anderen Zelllinien. Die Summe aller drei Adeninnukleotide ist mit 58
nmol/10’ Zellen genauso hoch wie die der HepG2-Zellen, deren EC mit 0,65

aber hoher liegt.

Die Energiegewinnung durch ATP lauft in sauerstoffhaltiger Umgebung in den
Mitochondrien in Form einer oxidativen Phosphorylierung ab. Unter Hypoxie
benutzt die Zelle den Weg der anaeroben Glykolyse im Zytosol. Obwohl dieser
Weg nicht so viel ATP pro Mol Glukose hervorbringt wie der der aeroben
Glykolyse, kann ausreichende ATP-Produktion durch erhéhte glykolytische
Aktivitat aufrecht erhalten werden (136,137). Bereits Mitte des 20. Jahrhunderts
zeigte Otto Warburg (138), dass sich Tumorzellen, die sich notwendigerweise
an hypoxische Zustande im Gewebe adaptieren miussen, von normalen Zellen

durch verstarkte anaerobe Glykolyse unterscheiden. In den Tumoren findet man

61



Diskussion

demnach erhdhte Expression glykolytischer Enzyme und erhthte maximale
Geschwindigkeit fur diesen Stoffwechselweg (139,140). Somit kam der
Untersuchung der verwendeten Tumorzellen auf ihre Adeninnukleotide unter

Hypoxie ein besonderes Interesse zu.

Die EC bei Sk-Hep-1-Zellen hangt unter Hypoxie von der Zellzahl ab. Wéahrend
die Konzentration des AMP sowohl bei hoher als auch bei niedriger Zelldichte
auf zwei Drittel der normoxischen Kontrollwerte reduziert ist, sind die
Konzentrationen von ADP und ATP nur jeweils bei Kulturen mit geringer
Zelldichte vermindert. Das fihrt zu einer reduzierten EC bei geringer Zelldichte,
allerdings zu einer erhohten bei hoher Zelldichte. ATP und EC korrelieren
positiv mit der Zellzahl (Abb. 9). Ebenso verhélt es sich mit der Summe der
Konzentrationen aller drei Nukleotide, die bei Zelldichten >2,8 x 10° Zellen/cm?
sogar Uber dem unter Normoxie gefundenen Wert liegt (113 nmol/10’ Zellen).
Bei allen anderen Zelllinien ist die Summe unter Hypoxie gegeniiber Normoxie
verringert, selbst bei HepG2- und MCF-7-Zellen, deren Energieladung unter
Sauerstoffmangel ansteigt. Dies beruht vor allem auf einer Abnahme der niedrig
energetischen Adeninnukleotide, wahrend die ATP-Konzentration nicht
signifikant héher wird.

Bei HelLa-Zellen fuhrt Inkubation unter hypoxischen Bedingungen zum
Abfall der Energieladung und auch zur Abnahme der Summe der
Konzentrationen aller drei Adeninnukleotide. Dabei fallt auf, dass die AMP-
Konzentration ansteigt, wahrend die Konzentrationen von ADP und ATP leicht
abfallen, wenn auch nicht signifikant. Dieselbe Situation findet man bei Hek-
293-Zellen, die bei geringer Zelldichte gewachsen sind. Betrachtet man die
Werte fur die Zellen, die bei hoher Zelldichte gewachsen sind, findet man eine
deutliche Reduktion aller drei Adeninnukleotide auf 40 % der bei niedrigen
Zelldichten gefundenen Werte. Wie auch bei der Zelllinie Sk-Hep-1 weisen die
Hek-293-Zellen unter Hypoxie eine positive Korrelation zwischen EC und
Zelldichte auf. Abweichend zu der Sk-Hep-1-Zelllinie, bei der auch die ATP-
Konzentration positiv korreliert, zeigen hier alle Adeninnukleotide eine negative

Korrelation, wobei AMP am meisten abféllt (Abb. 10). Diese Ergebnisse zeigen,
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dass Sauerstoffmangel in Hek-293-Zellen zu einem vermindertem ATP-Spiegel
fuhrt, wahrend dieser in Sk-Hep-1-Zellen ansteigt.

In kultivierten Zellen ist der rapide Abfall der ATP-Konzentration, der auf eine
hypoxische Phase folgt, genau bekannt, obwohl von unterschiedlichen Graden
der nachfolgenden Erniedrigung der Adeninnukleotid-Konzentrationen berichtet
wurde (141,142). Die vorliegenden Experimente fihren jedoch zu der
Annahme, dass hypoxische Zellen z. T. mit reduzierter funktioneller Kapazitat
reagieren, damit die Aktivitdt von ATP verbrauchenden Enzymen verringert
wird, und somit der ATP-Gehalt in der Zelle vor einem Abfall bewahrt wird
(143).

Verschiedene Studien haben den Einfluss von Hypoxie auf den Energie-
metabolismus untersucht. Die Situation, dass sowohl der Verbrauch als auch
die Produktion von ATP gleichzeitig reduziert sind, und sich somit nichts am
Energiestatus einer Zelle &andert, herrscht bei anoxischen Eizellen von
Chinesischen Hamstern (Streifenhamstern) vor, die dann ihr ATP aus der
Glykolyse beziehen und ihren ATP-Gehalt Uber eine grof3e Breite der
Sauerstoffkonzentration fir mindestens 6 Stunden aufrecht erhalten kénnen.
Wird diesen Zellen jedoch Glukose entzogen, nimmt schon nach kurzer Zeit die
hdchste Energieform ATP ab, wahrend ADP und AMP zunehmen. Die EC ist
dabei auf die Halfte vermindert. Halt dieser Zustand des Glukosemangels
allerdings an, steigt sie wieder fast auf Ausgangswerte, kompensiert durch das
Ansteigen von ADP. Somit wird deutlich, dass Glukoseentzug schon unter
normoxischen Bedingungen einen gréReren Einfluss auf den ATP-Gehalt und
die EC einer Zelle hat als Hypoxie allein, und dass der Energiestatus einer Zelle
und die Sauerstoffkonzentration nicht notwendigerweise in Verbindung stehen
(115). Unveranderte ATP-Konzentrationen unter Hypoxie (1 %) Uber 24 h
konnten auch bei Epithelzellen beobachtet werden. Eine Reduktion der ATP-
Werte trat erst spater, nach 48 h, ein (144).

In den vorliegenden Experimenten konnte zum einen kein derartiger

Kompensationsmechanismus tUber ADP festgestellt werden. Allerdings ist auch
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nicht der Verlauf betrachtet worden, sondern erst der Zustand, der nach 24 h in
der Zelle herrschte. Zum anderen wurde aber auch der Glukosegehalt der

Zellen weder verandert noch gemessen.

Unter verschiedenen Zustdnden, die mit reduziertem Sauerstoffgehalt
einhergehen, wie z.B. alkoholischer oder viraler Leberzirrhose (78,79) und
septischem Schock (75), ist die Synthese von SAM vermindert. Fur diese
Synthese, katalysiert durch die Methionin-Adenosyltransferase (MAT), wird ATP
bendtigt (27). Ist die ATP-Konzentration also verringert, dann kann weniger
SAM gebildet werden. Allerdings kénnte verringerte MAT-Aktivitat, wie sie unter
Hypoxie bei Ratten vorkommt (67), auch von Vorteil sein, um den zelluléaren
ATP-Vorrat aufrecht zu erhalten. Diese Vermutung wird durch eine Studie an
Eizellen Chinesischer Hamster unterstiitzt, in denen eine Uberexpression von
MAT 1A einen 50 %igen Verlust von ATP bewirkt (145).

Die Notwendigkeit von Sauerstoff fir die ATP-Produktion via oxidativer
Phosphorylierung, die den effizientesten Weg fir die Energiegewinnung
darstellt, lie3 erwarten, dass Hypoxie zu einem verringerten Energiestatus fuhrt.
Diese Erwartung wurde in dieser Studie nur zum Teil erfillt. Vielmehr wurde
bestétigt, dass der Energiehaushalt einer Zelle durch die verschiedensten

Mechanismen aufrechterhalten werden kann.

Behandlung mit Ado-Dial unter Normoxie hat auf3er bei den HelLa-Zellen bei
keiner Zelllinie eine Konsequenz fur die Adeninnukleotide, und somit auch nicht
fur die EC. Bei HelLa-Zellen sinkt die EC unter normoxischen Bedingungen.
Dieser Abfall kommt durch die beinahe auf die Halfte verringerte ATP-
Konzentration zustande, wéhrend die Konzentration von ADP leicht aber nicht
signifikant abfallt und die des AMP gleich bleibt. Somit ist auch die Summe aller
drei Nukleotide verringert. Allerdings sterben die Zellen unter diesen
Bedingungen auch nicht ab.

Hek-293-Zellen zeigen nur bei einer Konzentration von Ado-Dial 10 uM

Abweichungen, wahrend bei einer Konzentration von 30 pM keine
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Veranderungen auftreten. Die Konzentration von ADP ist dabei auf die Halfte,
die des AMP sogar um mehr als die Halfte verringert, was insgesamt eine
hohere EC ergibt. Da die Wirkungen von Hypoxie und Ado-Dial gegenséatzlich
sind, vermindert Erhéhung der Konzentration des Hemmstoffes den Einfluss

von Hypoxie.

4.4. SAH-Hydrolase -Aktivitat

Da SAH ein starker Inhibitor SAM-abhéangiger Methyltransferasen ist, ist es
wichtig, das gebildete SAH in der Zelle durch die SAHH mdglichst schnell und
effektiv zu entfernen, damit ein MP von >10 erreicht werden kann, wie es fur die
meisten Zellen und Gewebearten berichtet wird (36,37,106,146).

Unter Kontrollbedingungen zeigen die einzelnen Zelllinien unterschiedliche
SAHH-AKktivitat. HepG2-Zellen besitzen die hochste Aktivitat mit 2,9 + 0,3 U,
gefolgt von Hek-293-Zellen mit 0,86 = 0,06 U, wahrend die Ubrigen nur ca. ein
Funftel der Enzymaktivitditen von HepG2-Zellen aufweisen. Die SAH-Aktivitat
korreliert somit mit der gemessenen SAH-Konzentration in den verschiedenen
Zelllinien. Eine Bestatigung fur diese Korrelation zeigen auch die Versuche
unter Hypoxie. Ein Grund fir die sehr hohe Enzymaktivitdt der HepG2-Zellen
konnte ihr hepatozellularer Ursprung sein, was in Ubereinstimmung mit anderen
Studien stinde, die zeigen konnten, dass die spezifische SAHH-Aktivitat in der
Leber am hdchsten ist (147,148). Warum Sk-Hep-1-Zellen, die ja ebenfalls
hepatozellularen Ursprungs sind, nicht diese hohen Enzymaktivitaten
aufweisen, bleibt unklar.

Bei den ubrigen Kulturen zeigte sich die SAHH-Aktivitat unter Hypoxie
unbeeinflusst, bei Hek-293-Zellen sind sogar noch 90 % der unter Normoxie
gemessenen Aktivitdt vorhanden. Auch die Behandlung der Hek-293-Zellen mit
CoCl; fuhrte zu keiner Veranderung der SAHH-Aktivitat.

Nach Behandlung der Zellen mit Ado-Dial 30 uM sinkt die Aktivitat bei
allen Zelllinien signifikant gegen 0 ab. Dies beruht auf der irreversiblen
Hemmung des Enzyms. Auch Ramakrishnan und Borchardt (106) konnten die
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Reduktion der Enzymaktivitdt auf nahezu O schon bei einer Ado-Dial-
Konzentration von 2,5 uM in Neuroblastomzellen beobachten. Weiterhin konnte
eine maximale SAH-Akkumulation bei einer Konzentration von 10 pM nach
bereits einem Tag festgestellt werden. Inkubation Uber langere Zeit fuhrt
hingegen wieder zu einem Abfall der SAH-Konzentration, da Ado-Dial
vermutlich einem spontanen Abbau oder zellularen Metabolismus unterliegt,
und die SAHH-AKktivitat sich schnell wieder erholt (118).
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5 Zusammenfassung

Der Quotient aus SAM und SAH (Methylierungspotential, MP) gilt als sensitiver
Indikator fur die Methylierungsaktivitéat innerhalb eines Gewebes. Je kleiner der
Quotient, desto starker werden Methylgruppenibertragungen gehemmt. Ziel
dieser Studie war, das MP in unterschiedlichen Zelllinien unter verschiedenen
Bedingungen zu untersuchen.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Unter Normoxie weisen die untersuchten Zelllinien beachtliche
Unterschiede in ihrem MP auf. Das MP der untersuchten Zellen variiert
unter normoxischen Bedingungen abhéngig von der Gewebeherkunft
und nicht von der Zellteilungsrate. Unter Normoxie liegt die
Uberlebensrate der Zellen zwischen 85 und 93 %.

2. Hypoxie verandert das MP der Zellen HepG2, Sk-Hep-1 und Hek-293 in
Abhangigkeit von der Zelldichte, wahrend HelLa- und MCF-7-Zellen
keine Veranderungen des MP unter Hypoxie zeigen. Unter Hypoxie liegt
die Uberlebensrate der Zellen zwischen 83 und 91 %.

3. CoCl, bewirkt bei einer Konzentration von 300 pM einen Hypoxie-
ahnlichen Zustand in Hek-293-Zellen. Bei hbheren Konzentrationen
wirkt die Substanz toxisch auf die Zellen.

4. Hemmung der SAHH durch Ado-Dial 30 uM fihrt immer zu einer
Reduktion der Enzymaktivitat gegen null, folglich nimmt das MP in allen
Zelllinien durch die SAH-Akkumulation ab. Die Uberlebensfahigkeit der

Zellen bleibt dabei unverandert.
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