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Abb. 2.2: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte fiir den Luciferase-Assay. EPOPro-
EPO-Promotor; EPOENh-EPO-Enhancer
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Der pRL-Vektor beinhaltet das Gen fir die Renilla-Luciferase. Dieses Enzym
katalysiert die Mono-Oxygenierung von Coelenterazin unter Verbrauch von
molekularem Sauerstoff. Bei dieser Reaktion wird neben CO, auch Licht freigesetzt,
welches mittels eines Luminometers gemessen werden kann (Abb. 2.3). Um
Unterschiede in der Transfektionseffizienz, der Gesundheit der Zellen und der
Zellregulation zwischen den einzelnen Experimenten zu normalisieren, wurde bei jeder
Transfektion der Vektor pGL3.1 mit transfiziert. In diesen Vektor wurde das Gen fir
die Firefly Luciferase kloniert. Das Genprodukt katalysiert die ATP-abhangige Mono-
Oxygenierung von Kéfer-Luciferin in der Anwesenheit von Mg?* zu Oxyluciferin (Abb.
2.3). Auch bei dieser Reaktion wird Licht freigesetzt, welches gemessen werden konnte.
Zur Normalisierung wurde der Quotient aus dem Wert der Renilla und dem Wert der
Firefly gebildet.

Fir diesen Versuch wurden die Zellen in einer 96er Platte jeweils mit den drei oben
genannten Konstrukten und dem leeren Vektor pRL-Null transfiziert und mit dem
Vektor pGL3.1 cotransfiziert, wobei die Vektoren in einem Mengenverhaltnis von
50:50 eingesetzt wurden. Die Transfektionen wurden je fiinfmal auf zwei verschiedenen
Platten durchgefihrt. Eine Platte wurde danach bei Hypoxie und eine Platte bei
Normoxie fur 24 h inkubiert. Anschlielend wurde das Medium entfernt und die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 20 pl
Lysispuffer (1:5 verdiinnt) fur 20 min bei Raumtemperatur. Fur die Messungen wurden
je 10 ul in die Wells einer weil3e 96er Platten tberfihrt.

Recombinant Firefly

HO s COOH Luciferase —O s o
NG s +ATP+0O, Mo+ ’ N7 s +AMP+PP,+CO,+Light
i g
Beetle Luciferin Oxyluciferin

O?IQ OH Renilla O{Q OH
1 +0, Luciferase +CO,+Light

N
o T e
HO £ HO™ S
-

Coelenterazine Coelenteramide

Abb. 2.3: Biolumineszenzreaktionen, die durch Firefly und Renilla Luciferase katalysiert werden
(Technical Manual-Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega)
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Als erstes wurde die Firefly Luciferase gemessen. Dafur wurde zu jedem Well 10 pl
LARII zupipettiert, gemischt und im Luminometer das entstehende Licht gemessen.
Durch Zugabe von 10 pul STOP & GLOW wurde die erste Reaktion abgestoppt und die
Messung fiir die Renilla Luciferase gestartet, wobei ebenfalls das entstehende Licht im
Luminometer gemessen wurde.

Fir jeden Ansatz wurde eine flinffach-Bestimmung durchgefiihrt, von der bei der

Auswertung jeweils zwei Werte gestrichen wurden.

2.2.11 Chromatin Immunoprazipitation

Ziel der Chromatin Immunoprazipitation (ChIP) ist die Untersuchung der Interaktion
von Proteinen, die die Expression beeinflussen, mit der DNA. Dazu wird das an die
DNA gebundene Protein tber entsprechende Antikdrper prazipitiert und die Menge der
gebundenen DNA Uber Real time quantitativen PCR analysiert.

Die an die DNA gebundenen Proteine wurden durch die Zugabe von Formaldehyd in
einer Endkonzentration von 1% ins Medium fir 10 min bei 37°C fixiert. Nach
zweimaligem Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS folgte das Abldsen der Zellen
mittels eines Zellschabers und das Pelletieren fir 4 min bei 2000 rpm und 4°C.
AnschlieBend wurde das Zellpellet in 400 ul SDS Lysis Puffer resuspendiert und zur
Zelllyse 10 min auf Eis inkubiert. Um die DNA in 200 — 1000 bp grol3e Fragmente zu
fragmentieren erfolgte eine Sonifikation fir 5-10 Sekunden. Die Zelltrimmer wurden
durch einen Zentrifugationsschritt von 10 min bei 13000 rpm und 4°C pelletiert und der
Uberstand 10fach mit Dilution Puffer verdiinnt. Bei diesem Schritt wurde der Uberstand
von zwei Zellschalen vereint.

Um den Hintergrund zu reduzieren, erfolgte eine einstiindige Inkubation der Probe mit
200 pl Salmon Sperm DNA/Protein A/G Agarose Slurry bei 4°C unter Schwenken.
Nach der Abzentrifugation der Agarose fiir 1 min bei 1000 rpm und 4°C wurden je 1000
ul des Uberstands mit je 2 pg Antikdrper (AcH3, tMK9H3, MBD2 und H3) versetzt
bzw. ohne Antikorper als Negativkontrolle verwendet. 1/100 des Ansatzes wurde als
Inputkontrolle weggefroren. Die Proben mit den Antikdrpern und die Negativkontrolle
wurden unter Schiitteln bei 4°C (ber Nacht inkubiert, anschlieBend mit 40 ul Salmon
Sperm DNA/Protein A/G Agarose Slurry versetzt und nochmals fir 3 h inkubiert. Es
folgten funf Waschschritte der an die Agarose gebundenen Protein-DNA-Komplexe (1
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X Low Salt Puffer, 1 x High Salt Puffer, 1 x LiCl Puffer, 2 x TE Puffer) mit
Zentrifugationsschritten von 1 min bei 1000 rpm und 4°C. Die pelletierte Agarose und
die weggefrorene Inputkontrolle wurden anschlieBend in 500 pl frisch hergestelltem
Elutionspuffer aufgenommen und fur 1 h unter Schitteln bei 37°C inkubiert. Nach der
Abzentrifugation der Agarose (1 min, 1000 rpm) schloss sich eine Inkubation der
Proben mit 20 ul 5 M NaCl bei 65°C zur Losung des Cross linking an. Es folgte ein
einstundiger Proteinase K Verdau (10ul 0,5 M EDTA, 20 ul 1M Tris-HCI (pH 6,5) und
2ul 10mg/ml Proteinase K) bei 45°C, gefolgt von einer Phenol/Chloroform- und
Chloroform-Extraktion und der Fiallung der DNA mit 1 ul 20mg/ml Glycogen, 1/10 V
NaAc und 500 pl Isopropanol bei -20°C fur 2 h. Nach dem Waschen der DNA mit 70%
EtOH wurde das DNA-Pellet in 100 pul H,O aufgenommen. Die Quantifizierung der
préazipitierten DNA erfolgte durch Real Time PCR mit Primern fiir Erythopoietin.

Alle bis zur Elution verwendeten Puffer wurden mit Proteinase-Inhibitoren versetzt und

eiskalt verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Methylierung von tumor-assoziierten Genen in HNSCC

3.1.1 Methylierungsstatus der tumorassoziierten Gene

Ein in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus der Wissenschaft geriickter
Mechanismus der Geninaktivierung in Tumoren ist die Promotorhypermethylierung.
Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Methylierungsstatus der Promotoren von
15 tumorassoziierten Genen (RASSF1A, pl6, MGMT, DAPK, RARB, MLH1, CDHI,
GSTP1, RASSF2, RASSF4, RASSF5, MST1, MST2, LATS1 und LATS2) mittels
Combined Bisulfit Restriction Analysis oder Methylation Specific PCR (MSP) in 3
HNSCC-Krebszelllinien (Hep2, RPMI2650 und HNSCC14B), 54 Head and Neck
Squamous cell carcinoma (HNSCC) und 23 zugehorigen Normalgeweben analysiert.
Abb. 3.1 zeigt repréasentative Beispiele fur die Ergebnisse der MSP, die in Tabelle 3.1
zusammengefasst sind.

In den primdren Tumoren wurde eine totale Haufigkeit der Promotormethylierung von
42% gefunden und diese Methylierungsfrequenz war verglichen mit den
Normalgewebeproben (23%) signifikant hdher (p=0,04).

Fir RASSF1A wurde eine Methylierung des Promotors in 66% der untersuchten
Zelllinien (RPMI12650 und HNSCC14B) gefunden. In den primdren Tumoren war die
Promotermethylierung mit 18% erheblich niedriger und in den Normalgeweben wurde
keine Methylierung gefunden (siehe Abb. 3.1 und 3.2 und Tab. 3.1). pl16 zeigte eine
Promotormethylierung von 60% in den Tumorproben, die damit zweimal so hoch war
wie im Normalgewebe. In den analysierten Zelllinien konnte keine Methylierung von
pl6 gefunden werden (siehe Abb. 3.1 und 3.2 und Tab. 3.1). MGMT war dagegen in
allen Zelllinien methyliert. In den primdren Tumoren war MGMT zu 53% und in den
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Normalgeweben zu 29% methyliert (siehe Abb. 3.2 und Tab. 3.1). Der Promotor der
Death associated Kinase (DAPK) wurde zu 67% in den Tumorproben und halb so oft in
den Normalgewebsproben methyliert gefunden. Zwei der drei Zelllinien (RPMI2650
und HNSCC14B) hatten ebenfalls einen methylierten Promotor (siehe Abb. 3.2 und
Tab. 3.1).

M 32N 32T 27N 27T Meth. HFS3  H,0
mu m U m u m u m u W u m u

200 bp S B - - - P16
100 bp -

M 49N 49T 48N 48T  Methh. HF3  H,0
. m u m u m u m u m u m u m u
200D s—

Abb. 3.1: Methylierungsanalyse der in primaren HNSCC und Normalgewebe. Reprasentative Ergebnisse
der Methylierungsspezifischen PCR (MSP) von den Promotoren von RASSF1A und P16 in Tumor- und
Normalgewebe. Bisulfit-behandelte DNA wurde mittels Primern spezifisch fur methylierte DNA (m) und
spezifisch fur unmethylierte DNA (u) amplifiziert. Als Kontrollen wurden in vitro methylierte DNA
(meth.), unmethylierte DNA (HF53) und H,O verwendet. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen
TBE-Agarosegel mit einem 100bp-Marker (M) aufgetrennt. Als methyliert wurden die Proben 32T, 27T
und die Positivkontrollen Meth. eingestuft.

Der Promotor von RARS ist in dreiviertel der primaren Tumore und fast der Halfte der
Normalgewebe methyliert (siehe Abb. 3.2 und Tab. 3.1). In den Zelllinien war die
Methylierungsfrequenz 66% (Methylierungen in Hep2 und HNSCC14B). MLH1 zeigte
eine Promotormethylierung in den Tumorproben von 69%, in dem Normalgewebe von
45% und in den Zelllinien von 66% (Methylierungen in RPMI2650 und HNSCC14B)
(siehe Abb. 3.2 und Tab. 3.1). Fast die Halfte der Tumorproben war im Promotor von
CDH1 methyliert, aber nur 8% des Normalgewebes (siehe Abb. 3.2 und Tab. 3.1). In
den analysierten Zelllinien konnte keine Methylierung des CDH1-Promotors gefunden
werden. RASSF2 war in 11% des Normalgewebes methyliert und in fast viermal mehr
Tumorproben. Nur die Zelllinie HNSCC14B zeigte einen methylierten RASSF2-
Promotor (siehe Abb. 3.2 und Tab. 3.1).
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Der Promotor von RASSF4 zeigte kaum Methylierung, nur 4% der Tumorproben waren
methyliert. Normalgewebe und Zelllinien waren komplett unmethyliert (siehe Tab. 3.1).
Fir RASSF5 wurde in allen Zelllinien eine Promotormethylierung gefunden und in
mehr als der Halfte der primdren Tumoren, aber nur in 17% der Normalgewebsproben
(siehe Abb. 3.2 und Tab. 3.1).

100% 1"

s0% |

50% | |

40% 1~ unmethyliert
20% 1 I methyliert
0%

\\?- ,\Q) <\ \l:\ %Qs \?:\ ‘\'\ Q'\ Qq’ Q'D‘ Q"J &’\ ,{]/ CJ'\ cg]’
6cg< Q@“Q@\p@&@@@&&é&

& v CF b

Abb. 3.2: Graphische Darstellung der Prozente von methylierten (rot) und unmethylierten (griin)
Promotoren der 15 Kandidatengene in den 54 HNSCC-Tumorproben.

Sowohl in den Tumorproben als auch im Normalgewebe war fast ein Viertel des
Promotors von LATS1 methyliert. Keine Methylierung wurde in den Zelllinien
gefunden (siehe Abb. 3.2 und Tab. 3.1). Fur LATS2 betrug die Promotormethylierung
in den priméaren Tumoren und in den Proben des Normalgewebes weniger als 10%,
wohingegen 66% der analysierten Zelllinien (Methylierung in Hep2 und HNSCC14B)
methyliert (siehe Abb. und 3.2 und Tab. 3.1).
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Tab. 3.1: Haufigkeit der Promotormethylierung der Kandidatengene in primaren Tumoren

Methylierung in Methylierung in  Methylierung in Methylierung in  Methylierung in

Tumoren (54) Normalgewebe HNSCC- Patic_en_ten mit Patiept_en ohne
(23) Zelllinien (3) Rezidiv (30) Rezidiv (20)

RASSF1A 18% 0% 66% 17% 24%
pl6 60% 24% 0% 64% 60%
MGMT 53% 29% - 48% 59%
DAPK 67% 33% 66% 59% 72%
RARR 75% 47% 66% 81% 81%
MLH1 69% 45% 66% 68% 71%
CDH1 43% 8% 0% 45% 40%
GSTP1 4% 5% 0% 7% 0%
RASSF2 41% 11% 33% 41% 45%
RASSF4 13% 0% 0% 23%* 0%*

RASSF5 58% 17% 57% 55%
MST2 4% 55% 0% 7% 0%
LATS1 24% 23% 0% 17% 25%
LATS2 8% 9% 66% 3% 15%

*p<0,05; 0%; 1-10%; 11-50%; 51-90%; CEI0004

3.1.2 Korrelationen zwischen Promotormethylierung und Alter, Rezidiv, Stadium,

Differenzierung und TNM Klassifizierung

Nach der Analyse der Methylierungsfrequenz der tumorassoziierten Gene RASSF1A,
pl6, MGMT, DAPK, RARB, MLH1, CDHI1, GSTP1, RASSF2, RASSF4, RASSF5,
MST1, MST2, LATS1 und LATS2 wurden diese Daten mit verschiedenen klinisch-
pathologischen Parametern wie Alter, Entstehung von Rezidiven, Stadium,
Differenzierung, TNM-Klassifizierung und Lymphknoten-Status korreliert (Tab. 3.2
und 3.3). Fir alle analysierten Gene konnte kein signifikanter Anstieg der Methylierung

in Kombination mit fortschreitendem Alter gefunden werden (Tab. 3.2).
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Tabelle 3.2: Durchschnittliches Alter der HNSCC-Patienten

durchschnittl. Alter

methyliert unmethyliert
RASSF1A 51+8 57+10
P16 58+ 11 54+7
MGMT 59+10 55+9
DAPK1 58+8 58 +12
RARB 58+9 55+38
MLH1 58+ 10 58+ 10
CDH1 59+38 55+10
GSTP1 64 +18 57+9
RASSF2 56 £ 12 58+38
RASSF4 53+10 58+ 10
RASSF5 58+ 10 56+9
MST1 58+ 10 71+9
MST?2 7314 57+9
LATS1 62+9 56 +10
LATS2 55,5+2 57+10

Bei Patienten mit einem Rezidiv wurden 42% aller Gene im Promotor methyliert
gefunden. Patienten, die einen methylierten RASSF4-Promotor aufwiesen, bekamen
haufiger ein Rezidiv als welche ohne eine Promotormethylierung im RASSF4-Gen
(p=0,033). Alle anderen Gene zeigten keine signifikante Tendenz einen methylierten
Promotor bei Patienten mit oder ohne Rezidiv zu haben (42% gegen 43%).

Bei Patienten mit HNSCC im Stadium IV war die Gesamtmethylierungsrate hoher
(44%) verglichen mit Patienten mit HNSCC im Stadium 111 (36%). Speziell fur die
Gene RASSF1A, DAPK1, MLH1, CDH1, RASSF4 und LATS1 erhohte sich die
Methylierung (Tab. 3.3).
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In undifferenzierten HNSCC konnte eine hdufigere Promotormethylierung der

untersuchten Gene (45%) gefunden werden als in gut differenzierten HNSCC-Tumoren
(29%). Fur die Gene pl6, MGMT, RASSF5, MST1, LATS1 und LATS2 war die

Methylierung des Promotors in undifferenzierten Tumoren 6fter zu detektieren als in

schlecht differenzierten HNSCC, wobei diese Tendenz fur das Gen P16 signifikant war
(43% zu 83%; p=0,037).

Tab. 3.3: Korrelation der Promotermethylierung mit den klinisch-pathologischen Daten

Stadium Differenzierung | TNM Kilassifizierung | Lymphknoten

I I i {1v |Gl |G2 [G3 |T1 |T2 |T3 |T4 |NO |N1 |[N2 |N3
RASSF1A 303 - 10% | 21% | 0% |21% |8% |25% |25% |14% |8% |10% |14% |16% |33%
pl6 g? - 50% | 57% | 50% | 43% | 83% | 63% | 75% | 48% | 54% | 50% | 43% | 64% | 57%
MGMT 303 - 60% | 53% | 25% | 56% | 58% | 33% | 57% | 39% | 56% | 78% | 33% | 46% | 80%
DAPK1 303 - 40% | 74% (}/:))O 62% | 69% | 86% | 63% | 67% | 58% | 38% | 57% | 80% | 57%
RARB g/? 0. 60% | 75% | 50% | 78% | 67% | 89% | 83% | 74% | 75% | 71% | 83% | 78% | 67%
MLH1 (:)’;03 - 50% | 75% | 67% | 61% | 85% [ 50% | 75% | 77% | 69% | 70% | 43% | 81% | 57%
CDH1 0% |- 36% | 51% | 0% |53% | 36% | 33% |50% |50% |38% | 18% | 57% | 56% | 29%
GSTPL (0% |- 0% (6% |0% (3% |7% |0% |13%|6% |0% |[0% |0% |8% |0%
RASSF2 (:)’;03 - 50% | 38% | 25% | 45% | 31% | 33% | 25% | 33% | 64% | 50% | 43% | 32% | 50%
RASSF4 |0% |- 0% [17% |25% |8% |23% |17% |0% |10% |23% |0% |0% |12% |50%
RASSF5 (?/Z - 55% | 57% | 24% | 60% | 67% | 44% | 38% | 50% | 91% | 55% | 57% | 54% | 60%

67 100 100 100 |100 100 | 100 |100
MST1 % | % 94% | 67% | 96% % 86% | 86% % | % 88% % 1% |%
MST2 0% |- 10% (3% |[0% [4% |7% |0% |13%|5% |0% |10%|0% |4% |0%
LATS1 |0% |- 9% |26% |0% |20% |23% (0% |[13% |39% |9% |9% |14% |33% |14%
LATS2 |0% |- 9% |6% |0% |6% |14% (0% [0% |9% |15% |9% |0% |8% |14%
'(\£|:15) f;j 36% | 44% | 29% | 41% | 45% | 37% | 41% | 41% | 44% | 37% | 36% | 45% | 45%
+SD +31 +28|+28 [£30 |+28 |£31 |[£31 [+30 [£28 |+32 [£30 |+30 [+£30 |+28

I-1V Stadium; 1-3 Differenzierung; T1-T4, NO-N3 TNM-Klassifizierung; m: methyliert; u: unmethyliert
MI-Mittelwert; SD-Standardabweichung
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Fir die Korrelation der Methylierungsdaten mit der TNM-Klassifizierung der HNSCC-
Tumorproben zeigte sich in T4 eine hohere Gesamtmethylierung der untersuchten Gene
(44%) als in Stadium T1 (37%). Dabei war die Methylierung der Gene RASSF2,
RASSF5 und LATS2 in Stadium T4 hdufiger als in den niedrigeren Stadien. Fir das
Gen RASSF5 war diese Tendenz signifikant (p<0,05). Auch fur die Lymphknoten
konnte ein Zusammenhang zwischen der Promotormethylierung der analysierten Gene
und deren Befall gefunden werden. So war die Gesamtmethylierungsrate in HNSCC bei
einem zusatzlichen Befall der Lymphknoten (N2 und N3) hoher (45%) verglichen mit
der Methylierung in Patienten ohne einen Befall der Lymphknoten (NO; 37%; Tab. 3.3).
Insbesondere fur die Gene RASSF1A und RASSF4 konnte fur N3 oOfter eine
Methylierung des Promotors gefunden werden als bei NO (Tab. 3.3).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine hdhere Methylierungsfrequenz
der in dieser Arbeit untersuchten tumorassoziierten Gene mit einem fortgeschrittenen

Tumorstadium korreliert.

3.2 Erythropoietin in HNSCC

3.2.1 Regulation der Genaktivitat und Expression von Erythropoietin in HNSCC und

anderen priméaren Geweben und verschiedenen Krebszelllinien

Die Expression von Erythropoietin wurde neben der Niere und der fotalen Leber auch
schon in einigen anderen Geweben, unter anderem auch Tumoren, gezeigt. Zwei
Arbeitsgruppen zeigten aber (Wenger et al., 1998; Yin & Blanchard, 2000), dass diese
Expression durch Methylierungen im Promotor- und Enhancerbereich in der Zelllinie
HeLaS3 unterdrickt werden kann. In dieser Arbeit wurden der Methylierungsstatus und
die Expression von Erythropoietin in HNSCC und einigen anderen primaren Tumoren
und Krebszelllinien untersucht.

1993 beschrieb die Arbeitsgruppe um Galson im Erythropoietin-Gen nichtkodierende
Regionen, die in Mensch und Maus hochkonserviert vorliegen (Galson et al., 1993).
Darunter waren der Promotor und eine 120 bp lange Region 3" von der
Polyadenylierungsstelle. Der Enhancer mit einer HIF-1 binding site wurde schon in
vorhergehenden Arbeiten genauer beschrieben (Beck et al., 1991; Pugh et al., 1991,
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Semenza et al., 1991b). Die Interaktion mit HIF-1a ist notwendig flr die Hypoxie-
induzierte Expression von Erythropoietin. Dabei kommt es zur Bildung des HIF-1-
Komplexes unter Beteiligung von ARNT (wird auch als HIF-1p bezeichnet), fir
welches der Promotor eine Interaktionssequenz aufweist (Bunn et al., 1998; Ebert &
Bunn, 1999; Fandrey et al., 1994; Maxwell et al., 1993b; Pugh et al., 1991; Semenza,
1998).

3.2.1.1 Expression von Erythropoietin in Normalgewebe

Die Untersuchung der Expression von Erythropoietin in verschiedenen Geweben sollte
die in der Literatur beschriebenen Expressionsraten tberpriifen und fur diese Arbeit
einen Uberblick tiber Erythropoietin-exprimierende Gewebe liefern.

Dazu wurde die relative Expression in verschiedenen humanen Normalgeweben zu
einer Kontrolle mittels Real Time PCR analysiert (Abb. 3.3 A). Dabei zeigte Gewebe
aus der Niere die hochste Expression von Erythropoietin. Auch im Gewebe der Leber
war eine hohe Expression von Erythropoietin zu finden. Diese entsprach jedoch nur ca.
der Halfte der Expression in der Niere. Eine méaRige Expression wurde bei dem
Plazentagewebe mit 10% im Vergleich zum Nierengewebe beobachtet. Alle anderen
analysierten Gewebe zeigten weniger als 5% der Expression der Niere, was als
Hintergrundsignal eingestuft wurde (Abb. 3.3 und Anhang Tab. 7.3). Als
Negaativkontrolle diente ein Ansatz ohne cDNA, die keine nachweisbare Expression
zeigte (nicht gezeigt). Die Expressionsdaten wurden durch die Bestimmung der
Expression des Housekeeping-Gen GAPDH normalisiert.

In dieser Arbeit konnte in allen untersuchten Geweben eine Expression detektiert
werden, wobei die Expressionsraten in den Geweben aus Plazenta, Leber und Niere

hdher waren als in den anderen.
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Abb. 3.3: Relative Expression von Erythropoietin in sieben verschiedenen Normalgeweben A. Ergebnisse
der Expressionsanalysen durch RealTime-PCR in Bezug auf die cDNA aus Leber (100%). B. Ergebnisse
der elektrophoretischen Auftrennung von 5 ul des PCR-Produkts der Erythropoietin-PCR (Produkt bei
170bp) und der GAPDH-PCR (Produkt bei 176 bp) auf einem 2%igen Agarosegel zusammen mit einem
100pb-Marker (M). In der jeweils letzten Lane des Gels wurde eine H,O-Kontrolle mitgefihrt.
Expressionsignale unter 5% wurden als Hintergrund eingestuft.

3.2.1.2 Methylierung des Erythropoietin-Promotors in primdren Tumoren und

verschiedenen Zelllinien

Die Expression von Erythropoietin wurde neben dem Gewebe von Niere und Leber
auch in einer Vielzahl anderer Gewebe nachgewiesen, unter anderem auch in

Tumorgewebe.
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Abb. 3.4: Ergebnisse der COBRA-Analyse von A Normalgewebe (N) und Tumorproben (T) aus der
Leber und B verschiedenen Krebszelllinien. Die unverdauten (-) und die verdauten (+) PCR-Produkte
wurden auf einem 2%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als methyliert wurden Proben
eingestuft, die zusétzliche Banden in der + - Lane aufwiesen (alle ausser N2800).

Da gezeigt wurde, dass Methylierungen im Promotor zu einer Repression der
Expression von Erythropoietin in der Cervix-Karzinom-Zelllinie HeLa flhrt, wurde in
dieser Arbeit neben den tumorassoziierten Genen auch die Methylierung von
Erythropoietin in den HNSCC Proben und dem zugehérigen Normalgewebe mittels
COBRA untersucht. Eigene vorhergehende Untersuchungen zeigten einen hohen
Methylierungsgrad des EPO-Promotors in verschiedenen Krebszelllinien und priméaren
Tumoren.

Zum Beispiel wurde ein methylierter Promotor in sechs Lungenkrebszelllinien, 4
Brustkrebszelllinien, 3 HNSCC-Zelllinien, 14 Nierenkrebszelllinien und diverser
anderer Zelllinien mittels COBRA-Analyse gefunden (Tab.3.4). Abbildung 3.4 zeigt
Beispiele fur die Ergebnsse der COBRA-Analyse von Normalgewebe- und
Tumorproben aus der Leber und verschiedenen Krebszelllinien. Sie zeigt, dass der

Methylierungsgrad sowohl in den Geweben als auch in den Zelllinien sehr hoch ist.
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Tabelle 3.4: Zelllinien mit Methylierungen im Promotor von Erythropoietin

Zelllinien mit Methylierungen im Promotor von Erythropoietin

6 Lungentumorzelllinien (A549, HCC15, SK-HES, DV50, CRL5886, H358)
4 Brusttumorzelllinien (ZR75-1, T47D, MDA231, AD293)

14 Nierentumorzelllinien

Schilddrisenkarzinom-Zelllinie FTC-ZL238

Cervixkarzinom-Zelllinie HeLaS3

3 HNSCC-Zellllinien (Hep2, HNSCC-14C, RPMI2650)

Kolonkarzinom-Zelllinie HT29

Auch verschiedene untersuchte primére Tumore zeigten eine Methylierung des
Promotorbereichs. Fir 14 von 34 untersuchten Lungentumorproben, 6 von 13
Brusttumoren, 5 von 9 Pankreastumorproben, 5 von 15 Cervixtumorproben und alle 11
untersuchten Lebertumorproben zeigte in der COBRA-Analyse Methylierungen im
EPO-Promotor (Abb. 3.4 und Tab. 3.5). In den zugehtrigen Normalgewebsproben
konnten seltener Methylierungen gefunden werden.

Tabelle 3.5 : Anzahl der methylierten Proben in Tumor- und Normalgewebe

Priméares Gewebe Tumor Normalgewebe
Lunge 14/34 (41%) 0/6 (0%)

Brust 6/13 (46%) 1/13 (8%)
Pankreas 5/9 (55% -

Cervix 5/15 (33%) -

Leber 11/11 (100%) 3/4 (75%)
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Far vier verschiedene Zelllinien, HepB3, Hep2, HelLaS3 und MZ2865, wurden
zusatzlich eine Bisulfit-Sequenzierung flr zwei Bereiche des Promotors, wobei der
zweite Bereich die Interaktionssequenz fir ARNT beinhaltet, und den Enhancer, in dem
sich die Interaktionssequenz fir Hifla befindet, durchgeflihrt (Abb. 3.5). Daflir wurde
die genomische DNA mit Sodium-Bisulfit behandelt und anschlieBend sequenziert
(Abb. 3.5). Dabei zeigte sich, dass bei den Zelllinien HeLaS3 und MZ2865 sowohl die
sequenzierten Promotorbereiche als auch der Enhancerbereich fast vollstdndig
methyliert waren. Fir MZ2865 waren bei zwei von drei Klone im gesamten analysierten
Promotorbereich 23 von 24 Cytosine im CpG-Kontext methyliert, im dritten Klon war
der komplette Promotor methyliert. Im analysierten Enhancerbereich waren zwei der
drei untersuchten Klone vollstdndig methyliert, wéhrend der dritte Klon auch nur ein
unmethyliertes Cytosin aufwies. Fur die Zelllinie HelLaS3 waren im Promotor
durchschnittlich 75% und im Enhancer durchschnittlich 60% der analysierten Cytosine
methyliert. In der Zelllinie Hep2 waren durchschnittlich 7 der 24 analysierten CpGs im
Promotor methyliert und kein Klon zeigte eine Methylierung in der Hiflo-
Bindesequenz im Enhancer. Fir die Zelllinie HepB3 fand sich kein methyliertes CpG
im Promotorbereich und in zwei von drei Klonen keine Methylierung im Enhancer,
wobei die zwei methylierten Cytosine des dritten Klons nicht in die Hifla-
Interaktionssequenz fielen.

Es konnte gezeigt werden, dass der analysierte Promotorbereich von Erythropoietin in
einer Vielzahl von priméren Tumoren und Krebszelllinien methyliert vorliegt, wahrend

normale Gewebe seltener in diesem Bereich Methylierungen zeigten.
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Abb. 3.5: Methylierungsmuster der zwei analysierten Promotorbereiche und des Enhancers von
Erythropoietin in den Zelllinien HeLaS3, HepB3, Hep2 und MZ2865. Im oberen Teil der Grafik ist das
Gen von Erythropoietin dargestellt. Der Pfeil und der Haken markieren das 5°- und 3'-Ende des
Transkripts. Die schwarzen Striche zeigen die CpGs. Darunter sind die mit COBRA analysierten Bereiche
vergrofRert dargestellt und die Interaktionsstellen fir Arnt (blau) und Hifla (rot) hervorgehoben. Im
unteren Teil ist das Ergebnis der Bisulfitsequenzierung von 3 Klonen der untersuchten Zelllinien grafisch
dargestellt, dabei symbolisieren die Kreise die analysierten CpGs. Rote Kreise markieren hierbei CpGs
mit einem methylierten Cytosin, blaue Kreise markieren CpGs mit einem unmethylierten Cytosin. Rote
Punkte markieren die mittels COBRA untersuchten CpGs.

3.2.1.3 Methylierung des Erythropoietin-Promotors in HNSCC

In den HNSCC- und den zugehdrigen Normalgewebeproben wurden die zwei
Promotorregionen (Promotorl und Arnt) und der Enhancer mittels COBRA analysiert.
Fir den Upstream Promoter — Teil und den Enhancer wurden zwei unterschiedliche
Restriktionenzyme in dieser Untersuchung verwendet, um mehr CpGs untersuchen zu
kénnen. Abbildung 3.6 zeigt als Beispiel die Ergebnisse der COBRA von Tumorproben
und den dazugehdrenden Normalgeweben aus zwei Patienten jeweils nebeneinander
aufgetragen auf einem 2%igen Agarosegel nach der elektrophoretischen Auftrennung.

Es zeigte sich, dass die untersuchte Enhancerregion sowohl in den Tumorproben als
auch im Normalgewebe stark methyliert ist (Abb. 3.6 und Tab. 3.6). Fiir den Upstream-
Promotorbereich fand sich in den Tumorproben eine Methylierung von 76%. Bei dem

Normalgewebe waren mehr als die Halfte der untersuchten Proben in diesem
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Promotorabschnitt methyliert.
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Abb. 3.6: Combined Bisulfit Restriction Analysis von zwei Promotorsegmenten (upstream Promotor und
downstream Promotor mit Arnt-Interaktionssequenz) und des Enhancers von Erythropoietin in priméren
HNSCC und Normalgewebe. Die unverdauten (-) und die verdauten (H — HpyCH4lV, B — BstUl, T —
Taql) PCR-Produkte wurden auf einem 2%igen Agarosegel elektrophoretisch zusammen mit einem 100
bp-Marker (M) aufgetrennt. Probe 1 und Probe 2 sind jeweils die Gewebe von zwei unterschiedlichen
Patienten.

Der Downstream-Promotorbereich mit der ARNT-Interaktionssequenz war in nur 50%
der untersuchten HNSCC-Proben und nur 11% des Normalgewebes methyliert (siehe
Tabelle 3.6).

Die Methylierungsanalysen in HNSCC zeigen in allen Proben der Tumore aber auch der
Normalgewebe Methylierungen im Enhancer. In beiden analysierten Promotorregionen

waren die Tumorproben haufiger methyliert als die Normalgewebeproben.

Tab. 3.6: Haufigkeit der Methylierung der zwei analysierten Promotorsegmente und des Enhancers von
Erythropoietin in den untersuchten 54 HNSCC- und 23 Normalgewebsproben in Prozent

Tumor Normal
Upstream Promotor 13/17 (76%) 11/19 (58%)
Downstream Promotor 7/14 (50%) 2/18 (11%)

Enhancer 17/17 (100%) 18/18 (100%)
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3.2.1.4 Expression von Erythropoietin in den analysierten Zelllinien

Als néchstes wurde uUberpruft, inwieweit die Methylierung des Erythropoietin-
Promotors mit der Expression des Gens korreliert. Dazu wurde von verschiedenen
Krebszelllinien, die eine Methylierung zeigten, die relative Expressionsrate in Bezug
auf die Expression der Zelllinie HepB3 durch Real Time PCR-Analysen bestimmt (Abb.
3.7). Die Expressionsdaten wurden durch die Bestimmung der Expression des

Housekeeping-Gen GAPDH normalisiert.
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Abb. 3.7: Relative Expression von Erythropoietin in 14 verschiedenen Tumor-Zelllinien.. Die Expression
wurde mittels Real Time-PCR relativ in Bezug auf Zelllinie HepB3, die im Promotor und Enhancer von
Erythropoietin keine Methylierung zeigt, untersucht.

Es zeigte sich bei allen analysierten Zelllinien eine Expression unter 50% im Vergleich
zu HepB3. Mit ca. 40% war die Expression der Zelllinien RPMI, FTC ZL236 und
Pancreas | am hdchsten. Die niedrigste Expression wurde bei der Zelllinie Hep2 mit
unter 10% im Vergleich zu HepB3 gefunden (Abb. 3.7 und Anhang Tab. 7.2). Bei den
funf untersuchten Nierenkrebszelllinien lag die durchschnittliche Expression bei 25%.

Die Ergebnisse zeigen eine Verringerung der Expression in Zelllinien mit einer

Hypermethylierung des Promotors des Erythropoietingens.
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3.2.1.5 Expression von Hifla

Fir die nachfolgenden Versuche wurde Uberpriift, ob alle verwendeten Zelllinien
(HeLaS3, Hep2, RPMI und HepB3) Hifla exprimieren, da dieses fur eine Induktion der
Expression von Erythropoietin notwendig ist. Dafur wurden gleiche Mengen der mMRNA
der verwendeten Zelllinien in cDNA umgeschrieben und diese anschlielend mit
spezifischen Primern fiir Hifla amplifiziert. Die Abb. 3.8 zeigt das 2%ige Agarosegel,
auf dem je 5 ul des PCR-Produkts aufgetrennt wurden. Es zeigte sich, dass alle vier

Zelllinien Hifl o exprimieren.

(SR = “Sev SEE T
100 bp
M  HeLaS3 Hep2 RPMI HepB3 H,O

Abb. 3.8: Expressionanalysen von Hifla in den Zelllinien HeLaS3, Hep2, RPMI und
HepB3 mittels genspezifischer PCR. Es wurden jeweils 5 ul des PCR-Ansatzes und der
H,O-Kontrolle auf einem 2%igen Agarosegel zusammen mit einem 100 bp-Marker (M)
elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.1.6 Inhibierung der Methylierung durch 5"-Aza-2-desoxycvtidin

Durch die Zugabe von 5"-Aza-2-desoxycytidin kommt es zu einer Hemmung der DNA
Methyltransferasen, wodurch es nach der Zellteilung zu keiner de novo Methylierung
kommt (Jones et al., 1983). Dadurch sollte in dem nachfolgenden Experiment
untersucht werden, inwieweit eine Inhibierung der DNA-Methylierung zu einer
Reexpression von Erythropoietin in Abhangigkeit von der Sauerstoffkonzentration
fuhrt. Dazu wurden die Zellen an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit 5°-Aza-2-
desoxycytidin behandelt und am dritten Tag entweder bei Hypoxie inkubiert oder bei
Normoxie belassen. Nach der Isolation der mRNA und deren Umschreibung in cDNA
wurde die Expression mittels Real Time-PCR bestimmt, wobei die Expressionsraten
relativ zur Expression ohne Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin unter Normoxie
(100%) ermittelt wurden. Als Kontrolle wurde zuséatzlich die Expression des Gens CA
IX analysiert. Der Promotor dieses Gens ist unmethyliert und dieses Gen wird wie
Erythropoietin durch Hifloo Hypoxie-abhéngig induziert (Wykoff et al., 2000). Die
Expressionsdaten wurden durch die Bestimmung der Expression des Housekeeping-
Gens GAPDH normalisiert. In Abb. 3.9 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Die Zelllinie HepB3 zeigte sowohl mit als auch ohne die Behandlung mit 5"-Aza-2-
desoxycytidin eine stark erhdhte Induzierung der Expression von Erythropoietin nach
der Inkubation unter Hypoxie, wobei die Expression sowohl unter Hypoxie als auch
unter Normoxie nach der Behandlung mit 5"-Aza-2-desoxycytidin geringer ist als ohne
Behandlung. Das Kontrollgen CA X zeigt das gleiche Expressionsprofil.

Fiar die Zelllinie HeLaS3, die im Promotor- und im Enhancerbereich stark methyliert
ist, stieg die Expression unter Normoxie nach der Behandlung mit 5°-Aza-2-
desoxycytidin auf das Doppelte im Vergleich zur Expression ohne die Behandlung.
Durch die Inkubation unter Hypoxie war dann noch eine Steigerung der Expression auf
das 2,5 fache zu ermitteln. CA IX zeigte nur eine gesteigerte Induzierung der
Expression durch Hypoxie ohne die Behandlung mit 5-Aza-2-desoxycytidin. Nach der
Behandlung zeigte sich keine Expressionssteigerung durch Hypoxie.

Bei der Zelllinie Hep2, die sowohl im Promotor als auch im Enhancer Methylierungen
aufwies, konnte ohne die Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin nur eine geringe
Expressionsteigerung durch Inkubation unter Hypoxie gefunden werden. Nach der
Behandlung ist eine Expressionssteigerung um den Faktor 2 unter Normoxie im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu verzeichnen. Diese wurde durch die
Inkubation unter Hypoxie nochmals um das Vierfache gesteigert. Die Kontrolle CA IX
zeigte sowohl mit als auch ohne die Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin eine starke
Induzierung der Expression durch Hypoxie.

Die Zelllinie MZ1851 zeigte erst nach der Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin eine
Expressionssteigerung um mehr als das Dreifache durch die Inkubation unter Hypoxie.
Fir das Kontrollgen CA IX konnte sowohl mit als auch ohne eine Behandlung eine
Steigerung der Expression unter Hypoxie gefunden werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine Reexpression von Erythropoietin,
ausglést durch die Verhinderung einer de novo-Methylierung nach Behandlung mit 5°-
Aza-2-desoxycytidin.
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Abb. 3.9: Erythropoietin-Expression mit und ohne eine Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin unter
Normoxie (griiner Balken) und Hypoxie (blauer Balken) in den Zelllinien HepB3, Hep2, HelLaS3 und
Mz1851 durchgefilhrt. Die Expression wurde fir jede Zelllinie relativ zur Expression ohne die
Behandlung mit 5"-Aza-2-desoxycytidin unter Normoxie (100%) durch RealTime-PCR-Analysen (mind.
3fach-Bestimmung) bestimmt. Die Expressionsdaten wurden gegen die Expression von GAPDH

normalisiert.
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3.2.1.7 Auswirkungen der Methylierungen von Promotor und Enhancer

Mit dem Luziferase-Assay sollte untersucht werden, welchen Einfluss eine
Methylierung des Promotors bzw. des Enhancers auf die Expression des Reportergens
und die Induktion dessen Expression durch Hypoxie hat. Dazu wurden Konstrukte des
pRL-Null-Vektors mit der Sequenz des Erythropoietinpromotors, die auch die Arnt-
Interaktionssequenz  beinhaltete, mit der Enhancersequenz, inklusive der
Interaktionssequenz fir Hifla und mit beiden Sequenzen zusammen kloniert. Mit
diesen Konstrukten wurden die Zelllinien HepB3, Hep2 und HelLaS3 transfiziert und
anschlielend fir 24h bei Normoxie oder Hypoxie inkubiert, bevor die Expression des
Reportergens mittels Luminometer ausgewertet wurde. Zur Normalisierung der Werte
wurde zusatzlich ein Kontrollvektor mittransfiziert. Der Versuch wurde zweimal
durchgefuhrt und beide Versuche zeigen sehr ahnliche Ergebnisse. Die Ergebnisse
eines Versuchs sind beispielhaft in Abb. 3.10 dargestellt. Sie zeigen, dass die
Klonierung des Promotors in allen drei Zelllinien nur eine geringe
Expressionssteigerung des Reportergens im Vergleich zum leeren Vektor zur Folge
hatte. Die Steigerung der Expression war bei der Zelllinie Hep2 am groften. Auch
durch Hypoxie hatte auf die Konstrukte mit dem Promotor allein auf die Expression
wenig Einfluss. Durch die Transfektion der Zellen mit dem Enhancer-Konstrukt wurde
die Expression des Reportergens unter Normoxie-Bedingungen sowohl bei HepB3 als
auch bei HeLaS3 um mehr als das 10fache gesteigert.

Bei die Zelllinie Hep2 zeigte die Transfektion des Enhancer-Konstrukts eine geringere
Expressionssteigerung. In allen drei Zelllinien wurde durch Hypoxie eine sehr starke
Erh6hung der Expression induziert. Durch die Klonierung von Promotor und Enhancer
zusammen kam es in allen drei Zelllinien zu einem Anstieg der Expression unter
Normoxie, die aber im Fall von HepB3 und HelLaS3 geringer war, als durch den
Enhancer allein und héher als durch den Promotor allein. Fiir Hep2 war die Expression
hoher als mit der Enhancer-Sequenz allein und entsprach damit ungefahr der Expression
der Konstrukte mit der Promotorsequenz. Durch Hypoxie wurde wie auch mit den
Konstrukten mit der Enhancer-Sequenz allein eine starke Expressionssteigerung
induziert, die bei allen drei Zelllinien im Vergleich zum Enhancer-Konstrukt nur
geringfugig Kleiner ist.

Es zeigte sich bei allen drei Zelllinien, dass eine in vitro Methylierung der Konstrukte
zu einer starken Verminderung der Expression flihrte, die teilweise noch geringer war

als die des leeren Vektors.



71

Ergebnisse
: T
2000% x
) 1 z
50000% _
1000% - = B
N & Normoxy :[ |
T 40000% 1 _poo R -~
5 30000% T
2 =
S o 20000%
T 3
= 10000%
[sh)
~
0% - — =
Leer Pro Pro Enh Enh Pro+  Pro+
meth. meth. Enh Enh
meth.
8000%
7000% T
wiN l
N 6000% {— ormoxy
o Hypoxy
N 5000% ]
a¥]
S 4000%
= E 3000%
T 2 2000%
= 1000% — =
o 0% J—— h— - e - h— —
Leer Pro Pro Enh Enh Pro+ Pro+
meth. meth. Enh Enh
meth.
4000%
3500% —
& Normoxy ]
N 3000% +—
5 0 Hypoxy I I
fj 2500% 1
2 5 2000%
3B eon
4 5 1500% T
4 o _
5 1000%
‘E 500% l
0% —= - R —— — =
Leer Pro Pro Enh Enh Pro+ Pro+
meth. meth. Enh Enh
meth.

Abb. 3.10: Darstellung der Ergebnisse des Luziferase Assays. Es wurde die Expression des Reportergens
unter Einfluss des Promoters (Pro) und des Enhancers (Enh) von Erythropoietin unter Hypoxy (blauer
Balken) und Normoxie (gruner Balken) in Bezug auf den leeren Vektor in den Zelllinien HepB3, Hep2
und HeLaS3 analysiert. Ebenfalls wurde die Expression in den in vitro methylierten Konstrukten (meth.)
analysiert. Das Inlet im Diagramm der Zelllinie HepB3 zeigt eine vergroferte Darstellung des unteren

Diagrammbereichs.
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3.2.1.8 Requlation der Genexpression von Erythropoietin Uber die Modifikation des

Chromatins

Bis heute konnte noch nicht endgultig geklart werden, inwieweit die Methylierung der
DNA mit der Modifikation des Chromatins zusammenhangt. Ziel der Chromatin
Immunoprézipitation war es, zu untersuchen, ob es bei der Genregulation von
Erythropoietin einen Zusammenhang zwischen der Methylierung des Promotors und des
Enhancers und der Induzierung einer Modifizierung des Chromatins durch Inkubation
unter Hypoxie in diesen Bereichen gibt. Hierfiir wurden Antikorper gegen Acetyliertes
Histon 3, ein Marker fur Euchromatin, und Antikérper gegen Trimethyliertes Lysin 9
Histon 3, ein Marker flr Heterochromatin, verwendet. Die Menge der prazipitierten
DNA wurde mittels Real Time-PCR bestimmt, gegen die mit Antikdrpern gegen Histon
3 prézipitierte DNA normalisiert und der Negativwert abgezogen. Der Versuch wurde
dreimal in der Zelllinie Hep2 durchgefiihrt, welche sowohl im Promotor als auch im
Enhancer Methylierungen aufweist, und in Abb. 3.11 sind die Ergebnisse eines
Versuches exemplarisch dargestellt. Fiir eine bessere Veranschaulichung der Ergebnisse
wurden die Normoxie-Werte auf 100% gesetzt und die Hypoxie-Werte entsprechend
berechnet.

Die Ergebnisse zeigen sowohl fir den Promotor als auch fir den Enhancer eine
Zunahme der Acetylierung von Histon 3 und eine Reduktion der Trimethylierung
induziert durch die Inkubation unter Hypoxie. Fir beide untersuchten Bereiche war die
Trimethylierung des Histons 3 am Lysin 9 unter Hypoxie weniger als 50% im Vergleich
zur Normoxie.

Die Ergebnisse zeigen eine Modifikation des Chromatins in Abhéngigkeit von der

Sauerstoffkonzentration.
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Abb. 3.11: Modifikation des Chromatins unter Normoxie bzw. Hypoxie. Die Chromatin
Immunoprézipitationsanalyse wurde mit Antikdrpern gegen acetyliertes Histon  (AcH3) und
trimethyliertes Lysin 9 Histon 3 ( tMK9H3) in der Zelllinie Hep2 nach Inkubation unter Normoxie
(griner Balken) oder Hypoxy (blauer Balken) durchgefiihrt und durch eine Prazipitation mit Antikdrpern
gegen Histon 3 normalisiert. Die prazipitierte DNA wurde durch Real Time-Analysen in Bezug auf die
jeweiligen DNA-Mengen unter Normoxie bestimmt.

3.2.2 Auswirkung der Reexpression von Erythropoietin in der HNSCC-Zelllinie Hep2

In verschiedenen Publikationen wurde gezeigt, dass Erythropoietin neben seiner
Funktion in der Regulation der Bildung von Erythrozyten auch in nicht-hd&mopoetischen
Geweben Einfluss auf die Zellproliferation und das Apoptose-Verhalten der Zellen hat
(Anagnostou et al., 1990; Eefting et al., 2004; Ribatti et al., 1999; Wojchowski et al.,
1999). In den nachfolgenden Experimenten sollte untersucht werden, wie sich die
Reexpression von Erythropoietin auf eine Krebszelle auswirkt. Die Untersuchungen
wurden mit der HNSCC-Zelllinie Hep2 durchgefiihrt, da diese sowohl im Promotor als
auch im Enhancer Methylierungen hatte und eine sehr geringe Expression von
Erythropoietin zeigte.
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3.2.2.1 Expression des Erythropoietin-Rezeptors

In einer Voruntersuchung wurde Uberprift, ob vier verschiedene Zelllinien, unter
anderem auch die in den folgenden Untersuchungen verwendete Zelllinie Hep2, den
Rezeptor fur Erythropoietin exprimieren. Dies ist notwendig, damit das Protein eine
Funktion erfullen kann.

Fir den Nachweis der Expression wurde die mRNA der Zelllinien in cDNA
umgeschrieben und anschlieBend eine Real Time-PCR mit spezifischen Primern fir den
EPO-Rezeptor durchgefiihrt. Die cDNA-Mengen wurden durch eine Real Time-PCR fir
das Housekeeping-Gen GAPDH abgeglichen.

Es zeigte sich, wie in Abb. 3.12 graphisch dargestellt, dass alle vier Zelllinen den
Rezeptor exprimieren, wobei Hep2 und RPMI die hochste Expression und HeLaS3 die

niedrigste Expression aufwies.
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Abb. 3.12: Expressionanalysen des Erythropoietin-Rezeptors in den Zelllinien HelLaS3, Hep2,
RPMI und HepB3. Die gesamte mRNA der Zellen wurde mittels OligodT-Primern in cDNA
umgeschrieben und die relative Expression von Erythropoietin in Bezug auf die Expression in
HepB3 (100 %) durch RealTime-PCR (3fach-Bestimmung) bestimmt. Die Expressionsdaten wurden
gegen die Expression von GAPDH normalisiert.
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3.2.2.2 Loalisation des reexprimierten Erythropoietin in der Zelllinie Hep?2

Des Weiteren wurde eine Untersuchung der Lokalisation des reexprimierten
Erythropoietin  durchgefihrt. Dafir wurden die Zellen transient mit dem
Fluoreszenzkonstrukt pECFP-Erythropoietin transfiziert. Um den Zellkern sichtbar zu
machen, wurden die Zellen anschlieRend mit DAPI gefarbt. Aufnahmen einer Zelle sind
in Abb. 3.13 dargestellt.

Man sieht in den Aufnahmen, dass Erythropoietin nur im Cytoplasma und nicht im
Zellkern zu finden war. Im Cytoplasma war das Protein in der gesamten Zelle verteilt,

akkumulierte sich an einigen Punkten, die aber keinem bestimmten Kompartiment

zuzuordnen waren.

DAPI pEGFP-EPO merge

Abb. 3.13: Lokalisation von pECFP-EPO in Hep2-Zellen. Zusétzlich wurde eine Kernfarbung mit DAPI
vorgenommen. Die Ausnahmen erfolgten mit einer 630fachen VergréRerung.

3.2.2.3 Einfluss von Erythropoietin auf die Kolonie-Bildung der transfizierten Hep2-

Zellen

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, wie sich die Reexpression von
Erythropoietin auf das Vermdgen der transfizierten Zellen auswirkt, unter Normoxie
oder Hypoxie Kolonien zu bilden. Dazu wurden die Hep2-Zellen mit dem
Vektorkonstrukt pCMV-Flag-EPO transfiziert und die transfizierten Zellen durch
Zugabe von G418 selektiert. Die Zellen wurden anschlielend unter Hypoxie oder
Normoxie inkubiert, bis sich Kolonien ausgebildet haben. Diese Kolonien wurden
angefarbt und ausgezahlt. Der Versuch wurde in drei unabhdngigen Experimenten
wiederholt. Die Mittelwerte der drei Versuche sind inklusive der Standardabweichungen
und der Ergebnisse der Signifikanztests in Abb. 3.14 graphisch dargestellt und im
Anhang Tabelle 7.4 aufgelistet.
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Es zeigte sich, dass nach der Transfektion mit pCMV-Flag-EPO unter Normoxie fast
dreimal so viele Kolonien zu verzeichnen waren wie nach der Transfektion mit dem
leeren Vektor pCMV-Flag. Damit war der Wert fiir die Erythropoietin-exprimierenden
Zellen signifikant hoher (T-Test p=0,0315). Auch unter Hypoxie bildeten sich nach der
Transfektion mit pCMV-Flag-EPO doppelt so viele Kolonien aus wie nach der
Transfektion mit pCMV-Flag. Hierbei war ebenfalls die Anzahl der Kolonien der
Erythropoietin-exprimierenden Zellen signifkant hoher (T-Test p=0,0316).

Die Ergebnisse zeigen eine hohere Kolonienzahl von Hep2-Zellen nach der
Transfektion des Konstrukts mit der EPO-cDNA.
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Abb. 3.14: Graphische Darstellung der Kolonienzahl. Die Hep2-Zellen wurden mit pCMV-Flag-EPO
oder pCMV-Flag transfiziert und transfizierte Klone durch eine Behandlung mit G418 unter Hypoxy bzw.
Normoxie selektiert. Die entstandenen Kolonien wurden anschlieRend gefarbt und ausgezahlt.

3.2.2.4 Stabile Transfektion von Hep2-Zellen mit pCMV-Flag-EPO und pCMV-Flag
Fir die zwei anschlieRenden Untersuchungen wurden die Hep2-Zellen stabil mit den
Konstrukten pCMV-Flag-EPO und pCMV-Flag transfiziert. Zur Selektion der

exprimierenden Zellen wurde dem Medium G418 zugesetzt und dieses auch wéhrend
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der Versuche beibehalten. Zur Kontrolle der Expression wurde die mRNA aus den
Klonen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Nachdem durch die Amplifikation des
Houskeeping-Gens GAPDH uberriift worden war, dass in allen Proben die RNA-
Isolation und anschlieRende cDNA-Synthese erfolgreich war (Ergebnisse nicht gezeigt),
wurde die cDNA mit den entsprechenden Primern, von denen einer im pCMV-Flag-
Vektor und einer im EPO-Gen liegt, amplifiziert. 5 ul des PCR-Produkts wurden auf
einem 2%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel ist in Abb. 3.15
dargestellt.

500 bp . ' w——
400 bp [

M Klonl  Klon2  Klon3  Klon4  Klon3 H,0

Abb. 3.15: Analyse der Erythropoietin-Expression in stabil mit pCMV-Flag-EPO transfizierten Hep2-
Klonen durch eine semiquantitative PCR. Es wurden jeweils 5 pl des PCR-Produktes einschliel3lich einer
H,O-Kontrolle und eines 100 bp-Marker (M) auf einem 2%igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt.

Es war ersichtlich, dass nur die Klone 1; 2 und 5 Erythropoietin exprimieren. Mit diesen
Klonen wurden die folgenden Experimente durchgeftihrt.

3.2.2.5 Einfluss der Reexpression von Erythropoietin auf die Zellteilung der

transfizierten Hep2-Zellen

Durch die Bestimmung der Zellzahl sollte untersucht werden, wie sich die Reexpression
von Erythropoietin auf Proliferationsverhalten einer Zellpopulation unter Normoxie und
unter Hypoxie auswirkt. Dazu wurden 50000 Zellen der drei stabil mit pCMV-Flag-
EPO (Klon 1; 2 und 5) und der drei stabil mit pPCMV-Flag (Kontrolle) transfizierten
Hep2-Klone ausgesdt und nach 24h gezdhlt, um einen genauen Anfangswert zu
erhalten. Fir Normoxie wurden die Zellen nochmals nach 48h (da nach 72h schon ein
Plateau erreicht war) ausgezahlt und der Zuwachs in Prozent berechnet. Fir Hypoxie
wurden die Zellen nochmals nach 72h ausgezéhlt und ebenfalls der Zuwachs in Prozent
berechnet. Diese Z&hlungen wurden fir jeden Klon in drei unabdngigen Ansétzen
durchgefuhrt und aus diesen drei Ansatzen die Mittelwerte fir den Zellzuwachs
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gebildet. Die Mittelwerte aus den drei verwendeten Klonen sind in Abb. 3.16 graphisch
dargestellt und inklusive der Standardabweichungen und der Ergebnisse der
Signifikanztests im Anhang Tabelle 7.5 aufgelistet.

Unter Normoxie haben sich die pCMV-Flag-transfizierten Zellen in 48h verdoppelt,
wahrend sich die Zellen der Erythropoietin-exprimierenden Klone verdreifacht haben.
Damit war der Zuwachs der mit pCMV-Flag-EPO-transfizierten Klone signifikant
hoéher als der der Zellen, die kein Erythropoietin exprimieren (T-Test 0,018).
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Abb. 3.16 : Zellzuwachs der Hep2-Klone mit einer stabilen pCMV-Flag-EPO- und pCMV-Flag-
Expression. Der Zuwachs an Zellen wurde unter Normoxie (nach 48h) und unter Hypoxy (nach 72h)
ermittelt und in Prozent angegeben.

3.2.2.6 Einfluss der Reexpression von Erythropoietin auf das Wachstum von Kolonien

im Softagar
Ziel der Bestimmung der KoloniengroRe war es, zu untersuchen, welchen Einfluss die

Reexpression von Erythropoietin auf die Zellproliferstion einer Einzelzelle unter
Hypoxie oder Normoxie hat. Dazu wurden die vereinzelten Zellen der stabil mit pPCMV-
Flag und pCMV-Flag-EPO transfizierten Hep2-Klone (fur pCMV-Flag-Epo Klonl; 2
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und 5) in Softagar eingebettet und unter Hypoxie oder Normoxie inkubiert. Nach vier
Wochen wurden die Kolonien angefarbt, fotografiert und vermessen. Es wurden je 50
Kolonien der drei verwendeten Erythropoietin-exprimierenden Klone 1; 2 und 5 unterm
Mikroskop fotografiert, mit Hilfe des Computerprogramms Motic Images Plus 2.0
vermessen und der Mittelwert berechnet. Als Kontrolle wurden 3 Klone verwendet, die
satbil mit pPCMV-Flag transfiziert wurden. Tabelle 7.6 im Anhang zeigt die Mittelwerte
der Klone mit Standardabweichung und berechneter Signifikanz. Die Ergebnisse sind in
Abb. 3.17 graphisch dargestellt.

Es zeigte sich schon visuell, dass unter Normoxie die Kolonien im Allgemeinen gréRRer
sind als unter Hypoxie. Unter Normoxie waren die Kolonien der Erythropoietin-
exprimierenden um ungefédhr 60% grofRer als die Kolonien der nicht-exprimierenden
Zellen. Dieser GrolRenunterschied war mit p=0,009 signifikant (T-Test). Auch unter
Hypoxie waren die Kolonien der Erythropoietin-exprimierenden Zellen groRer als die
Kolonien der nicht-exprimierenden Zellen. Der GrolRenunterschied betrug ca. 20% und
war mit p=0,0003 ebenfalls signifikant (T-Test).
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Abb. 3.17: Mittelwerte der Koloniegrossen der drei Hep2-Klone mit einer stabilen pCMV-Flag-EPO-
bzw. pCMV-Flag-Expression unter Normoxie und unter Hypoxie im Softagar-Assay.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Rexpression von Erythropoietin in
der HNSCC-Zelllinie Hep2 zur Ausbildung groRerer Kolonien im Softagar fuhrt.
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4. Diskussion

4.1 Methylierungsstatus verschiedener Tumorsuppressorgene in HNSCC

Jedes Jahr werden weltweit Gber 500000 Falle von HNSCC diagnostiziert. Er ist damit
einer der hdufigsten Tumorerkrankungen (Shaw et al., 2006a). Je friher der Tumor
erkannt wird, desto hoher sind die Uberlebens- und Heilungschancen fir den
Betroffenen. Deshalb ist es notwendig, neue Biomarker fir eine méglichst friihzeitige
Diagnose zu finden. Promotorhypermethylierung verschiedener tumor-assoziierter Gene
in Korperflissigkeiten ~ kann zum Beispiel ein frihzeitiges Anzeichen fiur die
Entstehung von Tumoren sein. Zur Diagnostik wird dafir DNA aus dem Serum von
Patienten isoliert und die Promotormethylierung mittels methylierungsspezifischer PCR
(MSP) analysiert. Diese Methode wird schon bei Patienten mit Lungenkrebs flr die
Untersuchung des Methylierungsstatus der Gene p16, DAPK1 und MGMT verwendet
(Esteller et al., 1999). Promotorhypermethylierung wurde schon haufig in HNSCC
gefunden und viele Studien zeigten auch schon einen Zusammenhang zwischen der
Promotorhypermethylierung von verschieden Tumorsuppressorgenen und der
Entstehnung von Krebs (Worsham et al, 2006). In dieser Arbeit wurde der
Methylierungsstatus der Promotoren von 15 Tumorsuppressoren, die in Apoptose,
Zellzyklus-Kontrolle, Zell-Zell-Adhdsion und DNA-Reparatur involviert sind, in
HNSCC und zugehdrigem Normalgewebe analysiert und mit den klinischen Daten
korreliert.

Unter anderem wurde die Promotormethylierung verschiedener Mitglieder der RASSFs
(RASSF1A, RASSF2, RASSF4 und RASSF5) und einiger Downstream Effektoren
(MST1, MST2, LATS1 und LATZ2) untersucht. In einigen vorhergehenden Arbeiten
dieser Arbeitsgruppe zeigte sich, dass RASSF1A in verschiedenen priméaren Tumoren
einschlielich Lungentumoren hdufig methyliert ist (40-80%) (Dammann et al., 2000;
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Dammann et al., 2005; Dammann et al., 2001). In HNSCC konnte in dieser Arbeit aber
nur eine geringe Methylierungsfrequenz von 18% detektiert werden, was annehmen
lasst, dass in diesen Tumoren die Promotorhypermethylierung nur selten eine Rolle in
der Inaktivierung dieses Gens spielt. Auch andere Arbeitsgruppen fanden nur eine
geringe Methylierungsrate in HNSCC (Hasegawa et al., 2002; Hogg et al., 2002; Hoque
et al., 2004). Die Arbeitsgruppe Hogga et al. konnte aber haufig einen LOH von 3p21.3
(66%) nachweisen, was ebenfalls zu einem Verlust der RASSF1A-Expression fiihrt
(Hogga et al., 2002). Diese Inaktivierung von RASSF1A durch zwei verschiedene
Ereignisse (Methylierung und LOH) deuten an, dass der Verlust der RASSF1A-
Expression ein wichtiger Schritt in der Tumorgenese von HNSCC darstellt.
Interessanterweise wurde eine Methylierung von RASSF1A nur in den Tumorproben
und nicht im Normalgewebe nachgewiesen. AuRerdem korrelierte die Methylierung des
RASSF1A-Promotors mit einem hdufigeren Befall der Lymphknoten. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass eine Inaktivierung von RASSF1A in HNSCC in Verbindung
mit einer hdufigeren Metastasierung des Tumors steht. Auch flir RASSF4 konnte eine
geringe Methylierungsrate von 14% in den HNSCC-Proben gefunden werden. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen, die eine andere Arbeitsgruppe fir Nasopharyngeal
Karzinoma erhalten haben (Chow et al., 2004). Auffallig war jedoch, dass keine Probe
des Normalgewebes Methylierungen im RASSF4-Promotor zeigte und ein methylierter
Promotor nur in Patienten zu finden war, die wahrend des Beobachtungszeitraums ein
Rezidiv bekamen. Ein weiterer interessanter Fakt ist, dass ein methylierter Promotor mit
einem hoheren Tumorstadium (ausschlie3lich Stadium 1V) und wie auch bei RASSF1A
mit einem h&ufigeren und starkeren Befall der Lymphknoten Kkorreliert. Diese
Ergebnisse implizieren, dass die Methylierung des Promotors von RASSF4 weniger
eine Folge der Exposition mit Noxen wie Tabak oder Alkohol ist, sondern erst wahrend
der spateren Karzinogenese stattfindet und zu einer erhéhten Aggressivitat des Tumors
fuhrt. Fir RASSF2 und RASSF5 (NORE1) konnte zum ersten Mal eine haufige
Methylierung des Promotors in HNSCC (41% bzw. 58%) gezeigt werden. Zhang et al.
haben fir Nasopharyngeal Karzinoma eine Methylierungsfrequenz von 51% fur
RASSF2  gezeigt und  korrelierten diese mit der Entstehung von
Lymphknotenmetastasen (Zhang et al., 2007). In den Untersuchungen dieser Arbeit
konnte aber kein Zusammenhang der Promotormethylierung von RASSF2 mit einem
haufigeren Befall der Lymphknoten gefunden werden. Die proapoptotische Kinase
MST1 st in fast allen untersuchten Fallen im Promotor methyliert. Es ist
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dementsprechend anzunehmen, dass die Inhibierung der Expression von MST1 durch
zum Beispiel eine Methylierung des Promotors ein hédufiges Ereignis in der
Karzinogenese von HNSCC ist. Dagegen fand sich fir MST2 kaum eine Methylierung
in den unteruchten HNSCC-Proben. Eine Studie in Colorectal-Tumoren zeigte, dass ein
Verlust der cytoplasmatischen MST1 assoziiert ist mit einem héheren T- und/oder N-
Stadium, einem hoheren Tumor-Grad und einer schlechteren Prognose (Minoo et al.,
2007). Auch in dieser Arbeit fand sich ein Zusammenhang der Promotormethylierung
von MSTL1, einer schlechteren Differenzierung und einem hoéheren T- und/oder N-
Stadium. Fur LATS1 und LATS2 konnte nur eine geringe Methylierungsrate in den
HNSCC-Proben gefunden werden. In anderen Tumoren wie Sarkoma, Brustkrebs und
Astrozyzoma wurde dagegen schon eine Hypermethyierung fiir diese Gene beschrieben
(Jiang et al., 2006; Seidel et al., 2007; Takahashi et al., 2005). Die Large Tumor
Suppressoren LATS1 und LATS2 sind MST- und RASSF-bindende Proteine, die in die
Regulation der Apoptose und des Mitose-Austritts involviert sind (Guo et al., 2007;
Matallanas et al., 2007). Es zeigte sich aber, dass eine Methylierung des Promotors
sowohl von LATS1 als auch von LATS2 mit einer schlechteren Differenzierung
assoziiert ist.

Far die Tumorsuppressorgene RARPB und DAPK wurden ungefédhr zwei Drittel der
Tumorproben methyliert gefunden. Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer
Untersuchungen tberein . Es ist also anzunehmen, dass die Inaktivierung dieser Gene
eine wichtige Rolle in der Tumorgenese von HNSCC spielt. Auch fir die Gene P16,
MGMT, MLH1 und CDH1 wurde in dieser Arbeit eine starke Methylierung in den
HNSCC-Proben gefunden. Diese Hypermethylierungen wurden auch in anderen Studien
gezeigt (Calmon et al., 2007a; Hasegawa et al., 2002; Hoque et al., 2004; Ishida et al.,
2005; Maruya et al., 2004; Sanchez-Cespedes et al., 2000; Viswanathan et al., 2003;
Zhang et al., 2006b). Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass im Laufe der
Entstehung von HNSCC eine Vielzahl tumor-assoziierter Gene durch
Promotormethylierung inaktiviert wird. Mit fortschreitendem Tumorstadium und einer
schlechteren Differenzierung des Tumors war ein Anstieg der gesamten
Methylierungsrate zu beobachten. Besonders fiir die Gene DAPK1, CDH1 und MLH1
korreliert die Methylierung des Promotors mit einem schlechteren Tumorstadium und
fur die Gene P16 und MGMT konnte ein Zusammenhang zwischen der Methylierung
des Promotors und einer schlechteren Differenzierung des Tumors gefunden werden

(siehe Tab. 3.3). Zuo et al. haben gezeigt, dass die Hypermethylierung von MGMT mit
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einer schlechteren Prognose und einem erhéhten Risiko flir ein erneutes Auftreten von
Tumoren korreliert (Zuo et al., 2004). Patienten mit Methylierungen im Promotor von
DAPK1 wiesen oftmals auch einen positiven Befund fur die Lymphknoten auf. Andere
Studien zeigten, dass eine Methylierung von DAPKL signifikant mit einem Befall der
Lymphknoten und der Entwicklung von Metastasen zusammenhéngt (Calmon et al.,
2007a; Sanchez-Cespedes et al., 2000). Diese Daten implizieren, dass eine Inaktivierung
der tumor-assoziierten Gene DAPK1, CDH1, MLH1, P16 und MGMT zu einer
erhéhten Aggressivitdt von HNSCC fiihrt, was wiederum eine schlechtere Prognose flr

die Patienten bedeuten kénnte.

Einige Autoren zeigten auch in prakanzerogenen Lasionen und Noxen (z. B. Tabak oder
Alkohol) ausgesetzten Normalgeweben eine Methylierung von RARP . Fir andere Gene
wie p16 und DAPK1 wurde bei starken Rauchern ebenfalls eine anormale Methylierung
im  Normalgewebe gefunden (Zochbauer-Muller et al., 2003). Auch die
Untersuchungen dieser Arbeit zeigten eine hohe Methylierungsrate fir RARp in den
Proben des Normalgewebes. Andere Gene wie DAPK, P16, MLH1, MGMT und MST1
waren ebenfalls in den Normalgewebsproben haufig methyliert. Diese Daten
implizieren, dass die Promotormethylierung dieser Gene sowohl in Normalgewebe als
auch in Tumorgewebe von Patienten mit HNSCC ein Resultat der Exposition mit
Tabak, Alkohol oder anderer Noxen ist. Diese Noxen wurden schon in anderen Arbeiten
in Zusammenhang mit der Entstehung von HNSCC gebracht (Blot et al., 1988; Maier et
al., 1992; Rothman & Keller, 1972; Takeshima et al., 2008). Interessanterweise konnte
fur die Gene RASSF1A und RASSF4 in dieser Arbeit keine Methylierung in dem

untersuchten Normalgewebe gefunden werden.

Obwohl gezeigt werden konnte, dass eine Reihe von den in dieser Arbeit untersuchten
Genen héufig in HNSCC methyliert vorliegen, konnen diese Gene nicht als
prognostische Marker flir HNSCC dienen, da auch in nicht-tumordsem Gewebe eine
hohe Methylierungsrate gefunden wurde. Fir RASSF1A und RASSF4 war zwar nur
eine geringe Methylierungsfrequenz in HNSCC zu finden, jedoch war die Methylierung
des Promotors dieser zwei Gene immer mit der Entstehung von HNSCC verbunden. In
dem untersuchten Normalgewebe war keine Methylierung dieser Gene zu finden.

Maoglicherweise ware es deshalb in Erwégung zu ziehen, diese Gene als Biomarker fir
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HNSCC zu verwenden. Fiir RASSF1A konnte dafiir auch noch die Inaktivierung durch
LOH berticksichtigt werden.

Vieles deutet darauf hin, dass moglicherweise die Exposition mit Noxen ein Grund fir
die Hypermethylierung der Promotoren der untersuchten Gene ist, was daraufhin zu
einer Entstehung von Tumoren fiihren kann. So konnte in verschiedenen Publikationen
gezeigt werden, dass insbesondere fir die Gene RARP und pl5 ein Zusammenhang
zwischen einer Promotormethylierung und Rauchen besteht (Chang et al., 2004;
Zochbauer-Muller et al., 2003). Vielleicht kénnten die Ergebnisse dazu verwendet
werden, Personen mit einem erhohten Risiko fir HNSCC wie Raucher auf eine
Methylierung der entsprechenden Gene hin zu untersuchen und dadurch Aussagen Uber
ihr Risiko fur eine Erkrankung an HNSCC zu treffen. Um diese Ergebnisse zu
bestétigen, sollten jedoch der Methylierungsstatus dieser Gene in Gewebe von gesunden

Probanden untersucht werden, die diesen Noxen entweder ausgesetzt waren oder nicht.
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4.2 Epigenetische Regulation und Funktion von Erythropoietin in HNSCC

Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass Erythropoietin neben seiner Beteiligung bei
der Regulation der Bildung der roten Blutkdrperchen auch Funktionen in nicht-
hamatopoetischen Geweben ausiibt. Dazu gehtren unter anderem eine Steigerung der
Proliferation und der Schutz vor Apoptose (Anagnostou et al., 1990; Eefting et al.,
2004; Ribatti et al., 1999; Wojchowski et al., 1999). Obwohl diese Funktionen auch in
verschiedenen Tumortypen nachgewiesen wurden, werden Krebspatienten haufig mit
rekombinantem Erythropoietin behandelt, um das Allgemeinbefinden zu verbessern
(Demetri et al., 1998; Glaspy et al., 1997). Auch Patienten mit HNSCC werden oft mit
diesem Medikament behandelt. Eine Studie zeigte jedoch, dass diese Behandlung zu
einer klinischen Verschlechterung fuhrt (Henke et al., 2003). Zwei weitere Studien
konnten eine erhohte Invasivitdt von HNSCC durch den Einsatz von rekombinantem
Erythropoietin nachweisen (Lai et al., 2005; Mohyeldin et al., 2005). Neben der
Untersuchung des Methylierungsstatus  des Promotors  verschiedener
Tumorsupressorgene in HNSCC war es deshalb das Ziel dieser Arbeit, die
epigenetische Regulation von Erythropoietin in HNSCC zu analysieren und zu
untersuchen, wie sich eine Reexpression von Erythropoietin in einer HNSCC-Zelllinie
auf das Proliferationsverhalten derselben auswirkt.

4.2.1 Regulation der Genaktivitat von Erythropoietin durch DNA-Methylierung und
Chromatinmodifikation

4.2.1.1 Expression von Erythropoietin in verschiedenen Geweben

Bevor die Regulation von Erythropoietin in Tumoren untersucht wurde, sollte die
Expression in den Geweben von Leber, Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Skelett-Muskel
und Niere untersucht werden. Die stérkste Expression von Erythropoietin zeigten dabei
die Gewebe von Leber und Niere. Auch im Gewebe aus Plazenta war eine geringe
Expression zu detektieren. In allen anderen analysierten Geweben war die Expression
von Erythropoietin im Vergleich zur Expression in Lebergewebe unter 5% und wurde
als Hintergrundsignal eingestuft. In der Literatur wurden die adulte Niere und die fotale
Leber als Hauptorte der Erythropoietin-Expression beschrieben (Bachmann et al., 1993;
Dame et al., 1998; Maxwell et al., 1993a). Aber auch in anderen Organen wie dem
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weiblichen Genitaltrakt, der Plazenta, dem Testis und im Neuralen Gewebe wurde eine
Expression von Erythropoietin gezeigt (Conrad et al., 1996; Magnanti et al., 2001;
Masuda et al., 1994; Yasuda et al., 1998).

Entgegen den Ergebnissen von Eckardt et al. und Maxwell et al., die eine Expression in
der adulten Leber nur unter starker Hypoxie nachweisen konnten, zeigte sich in den
Untersuchungen dieser Arbeit auch im Gewebe der adulten Leber ohne Hypoxie-
Behandlung eine Expression, die mehr als halb so stark war wie die des analysierten
Nierengewebes (Eckardt, 1996; Maxwell et al., 1993a). Auch konnte im Gegensatz zu
den Angaben in der Literatur kaum eine nennenswerte Expression von Erythropoietin in
neuronalem Gewebe gefunden werden. Fur die Expressionsstudien dieser Arbeit wurde
die vorgefertigte cDNA der Firma Clontech verwendet. Moglicherweise fiihrte eine
andere Vorgehensweise bei der Herstellung der cDNA zu diesen Abweichungen in den
Expressionsdaten. So wurden fir die Analyse der Expression in neuronalem Gewebe
neuronale Zellen aus Ratten-Embryonen kultiviert und die Expession unter Hypoxie
bestimmt. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass unter physiologischer
Sauerstoffkonzentration in humanem Hirn-Gewebe keine nennenswerte Erythropoieitn-
Expression zu detektieren war. Wie schon erwéhnt, konnte im Vergleich zum
Nierengewebe eine schwache Expression von Erythropoietin auch im Gewebe von
Plazenta nachgewiesen werden konnte. Conrad et al. zeigten, dass diese Expression
hauptséchlich in den Cytotrophoplasten stattfindet (Conrad et al., 1996).

4.2.1.2 Hypermethylierung des Erythropoietingens in HNSCC und anderen Tumoren

Die Expression von Erythropoietin konnte nur in wenigen Geweben nachgewiesen
werden. Bei einer Vielzahl von Genen flihrt eine Hypermethylierung des Promotors zu
einer Verminderung der Expression. In dieser Arbeit wurden HNSCC-Proben und
verschiedene primédre Tumore und Krebszelllinien aber auch Proben von gesundem
Gewebe von HNSCC-Patienten auf eine Methylierung der Erythropietin-Gens hin
untersucht. Es zeigte sich, dass der Promotor in einer Vielzahl von Krebszelllinien und
auch in den Proben verschiedener primarer Tumore methyliert vorliegt.
Interessanterweise wiesen die Proben der Normalgewebe, die aus denselben Organen
stammten wie die Tumorproben, im Gegensatz zu diesen haufig keine Methylierungen
im Erythropoietin-Promotor auf. Fir die Proben von Patienten mit HNSCC wurden
zwei Sequenzabschnitte des Promotors, wobei einer der Abschnitte die
Interaktionssequenz ~ flir ARNT beinhaltete, und der Enhancer mit der



88
Diskussion

Interaktionsequenz fir HIFla auf Methylierungen hin untersucht. Im Enhancer war
sowohl in den Tumorproben als auch in den Normalgewebsproben eine Methylierung
zu finden, aber auch hier war in den Proben des Normalgewebes die Methylierung in
beiden untersuchten Bereichen des Promotors deutlich schwécher als in den
Tumorproben. DNA-Methyltransferasen werden in Krebszellen hdaufig Uberexpremiert.
Insbesondere die Expression der DNMT1, die fur die Aufrechterhaltung des
Methylierungstatus der DNA wahrend der Zellteilung verantwortlich ist, ist in
Krebszellen erhoht (Schulz, 2005). So lieBe sich eventuell erklaren, dass DNA-
Bereiche, die nur schwach methyliert waren, durch eine Uberexpression der DNMT1
wahrend der Zellteilung verstarkt methyliert werden.

Fir die Hypoxie-induzierte Hochregulation der Erythropoietin-Expression ist die
Bindung des HIF1-Komplexes notwendig (Bunn et al., 1998; Ebert & Bunn, 1999;
Fandrey et al., 1994; Maxwell et al., 1993b; Pugh et al., 1991; Semenza, 1998). Dieser
Komplex ist ein Heterodimer aus den Untereinheiten HIFlo und ARNT
(Arylhydrocarbon-Rezeptor-Nuklear-Translokator=HIF 1), die beide zur der PAS (Per,
ARNT, Sim) Familie der basalen Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktoren gehtren
(lyer et al., 1998; Semenza et al., 1997; Wang et al., 1995). Wahrend ARNT konstitutiv
exprimiert wird, erfolgt die Regulation der Expression von HIF1a durch den Sauerstoft-
Level (Bruick, 2003; lyer et al., 1998; Jiang et al., 1996; Pugh et al., 1997). Sowohl die
Interaktionssequenz fir HIF1la als auch die fir ARNT beinhalten ein CpG. Sollten die
Cytosine in diesem Kontext methyliert vorliegen, kénnte dies Einfluss auf die Bindung
der Proteine und damit auf die Induzierung der Expression durch Hypoxie haben.

Zwei Arbeitsgruppen zeigten Methylierungen der Cytosine im CpG-Kontext sowohl im
Promotor als auch im Enhancer in der Cervix-Karzinom-Zelllinie HeLa (Wenger et al.,
1998; Yin & Blanchard, 2000). AuRerdem konnten beide Arbeitsgruppen zeigen, dass
Methylierungen im Promotor und im Enhancer eine Interaktion des Promotors mit
ARNT und des Enhancers mit HIF1a verhindern. Neben HeLa zeigten in dieser Arbeit
auch die HNSCC-Zelllinie Hep2 und die Nierenkarzinom-Zelllinie MZ2865 methylierte
Cytosine in der ARNT-Interaktionssequenz. Wéhrend in der Zelllinie MZ2865 auch das
Cytosin in der HIFlo-Interaktionssequenz methyliert war, konnte fur Hep2 keine
Methylierung gefunden werden und fur HelLa zeigte nur ein von drei Klonen eine
Methylierung dieses Cytosins. Da aber sowohl eine Interaktion von ARNT als auch eine

Interaktion von HIF1o mit der DNA notwendig sind um den HIF1-Komplex zu bilden,
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ist zu erwarten, dass eine Hypoxie-induzierte Expression nur stark eingeschrankt oder

gar nicht méglich ist.

4.2.1.3 Die Methylierung des Promotors korreliert mit einer verminderten Expression

Bei der Expression von Erythropoietin kann zwischen einer basalen Expression unter
Normoxie und einer induzierten Expression unter Hypoxie unterschieden werden. Es ist
wahrscheinlich, dass die basale Expression nur durch den Promotor gesteuert wird,
wahrend die Hypoxie-induzierte Expression ein Ergebnis des Zusammenspiels
zwischen Promotor und Enhancer ist. Wie schon erwahnt, ist dafiir die Ausbildung des
HIF1-Koplexes notwendig. Obwohl die Expression von Erythropoietin in einer Vielzahl
von Tumoren beschrieben wurde, zeigten eine Vielzahl der in dieser Arbeit
untersuchten  primdren  Tumore und Krebszelllinien einen  methylierten
Promotorbereich.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es eine Korrelation zwischen der
Methylierung des Promotors und der basalen Expression in einigen der hier analysierten
Krebszelllinien gibt. Dazu wurde die Expressionsrate von Erythropoietin in 13
verschiedenen Krebszelllinien, unter anderem die zwei HNSCC-Zelllinien Hep2 und
RPMI und 5 Nierenkrebszelllinien (MZ1257, 1851, 1973, 2861 und 2865), Iim
Vergleich zur Hepatoma-Zelllinie HepB3 unter Normoxie bestimmt. Eigene
Untersuchungen zeigten, dass HepB3 keine Methylierungen im Promotor aufwies. Es
war bekannt, dass sie Erythropoietin exprimiert (Goldberg et al., 1987; Nielsen et al.,
1987). Alle anderen analysierten Zelllinien zeigten mehr oder weniger starke
Methylierungen im Promotor und Enhancer des Erythropoietin-Gens und hatten in
dieser Arbeit eine deutlich verminderte Erythropoietin-Expression im Vergleich zu
HepB3. Yin und Blanchard zeigten in ihrer Arbeit einen Zusammenhang zwischen der
Methylierung des Erythropoietin-Promotors und einer Repression der Expression in der
Zelllinie HeLa (Yin & Blanchard, 2000). Auch fur andere Gene wurde eine verminderte
bis vollig unterdriickte Expression auf eine Hypermethylierung des Promotors
zuruckgefuhrt. So ist zum Beispiel der Promotor von RASSF1A haufig in Tumoren
methyliert, was zu einer Stilllegung des Gens fihrt (Agathanggelou et al., 2005;
Dammann et al., 2005). Fir Erythropoietin waren die Methylierungen im analysierten
Promotorbereich jedoch nicht mit einer vollstandigen Stilllegung der Gens verbunden,
sondern bewirkten nur eine verringerte Expression. Es lassen sich auch von dem Grad

der Methylierung keine Rickschlusse auf die Starke der Repremierung der Expression
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ziehen. So ist anhand der Bisulfit-Sequenzierung erkennbar, dass sowohl in HeLaS3 als
auch in der Nierenkrebszelllinie MZ2865 im analysierten Promotorbereich erheblich
mehr Cytosine methyliert vorliegen als in der HNSCC-Zelllinie Hep2, trotzdem ist die
Expression mit 20 — 27% in HeLaS3 und MZ2865 2,5 — 3,5mal so hoch wie die
Expression in Hep2. Fir diese Arbeit wurden zwei Bereiche des Promotors ausgewéhlt,
die im CpG-reichen Bereich des Promotors lagen und wichtige Sequenzbereiche zur
Interaktion mit die Expression regulierenden Proteinen wie GATA und ARNT
beinhaltete, wohingegen der in der Literatur beschriebene minimale Promotor ca. 400bp
umfasst (Semenza et al., 1989). Es ist also moglich, dass andere fir die Expression von
Erythropoietin ebenfalls wichtige Bereiche des Promotors unmethyliert in den

untersuchten Zelllinien vorliegen.

Um nachzuweisen, dass die Methylierung des Promotors der Grund fur die reduzierte
basale Expression von Erythropoietin ist, wurden die Zelllinien HepB3, Hep2, HeLaS3
und MZz1851 an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit 5°-Aza-2-desoxycytidin
behandelt und anschliefend fiur 24 Stunden unter Normoxie inkubiert. 5-Aza-2-
desoxycytosin flihrt zu einer Hemmung der Methyltransferase, die wéhrend der
Zellteilung fur die DeNovo-Methylierung des neu synthetisierten DNA-Strangs
verantwortlich sind (Jones et al., 1983). Wie zu erwarten war, zeigt die Zelllinie HepB3
sowohl ohne als auch mit der Behandlung mit 5-Aza-2-desoxycytidin eine basale
Expression, die jedoch nach der Behandlung geringer war. Fir Hep2 und HelLaS3
konnte die basale Expression durch die Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin
gesteigert werden. Wie bei der Zelllinie HepB3 nahm auch bei der Zelllinie MZ1851 die
Expression nach der Inkubation mit 5°-Aza-2-desoxycytidin ab. Die Ergebnisse zeigen,
dass in den Zelllinien Hep2 und HeLaS3 die Methylierung des Promotors ein Grund fir
die verminderte Expression von Erythropoietin ist. Mdglicherweise war die Toxizitét
von 5°-Aza-2-desoxycytidin fiir die Abnahme der Expression in den Zelllinien HepB3
und MZ1851 verantwortlich.

Auch mittels des Luciferase-Assays sollte gezeigt werden, welchen Einfluss die
Methylierung des Promotors und/oder des Enhancers in den untersuchten Zelllinien.
Dabei wurden Konstrukte verwendet, die den EPO-Promotor vor dem Reportergen, den
EPO-Enhancer hinter dem Reportergen oder sowohl den Promotor als auch den
Enhancer von Erythropoietin enthielten. Die drei Zelllinien HepB3, Hep2 und HeLaS3

wurden mit diesen unmethylierten und mit den in vitro methylierten Konstrukten
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transfiziert und anschliefend fur 24 Stunden unter Normoxie inkubiert, bevor die
Expression des Reportergens durch die Umsetzung eines Substrats und die Messung des
dabei entstandenen Lichtsignals bestimmt wurde.

In den Zelllinien HepB3 und HelLaS3 zeigte der Promotor allein keine Steigerung der
Expression des Reportergens gegentiber dem leeren Kontrollvektor. Die Konstrukte mit
dem Enhancer allein zeigten dagegen eine wesentlich hdhere Expression, die durch die
Co-Klonierung des Promotors wiederum stark reduziert wurde. In der Zelllinie Hep2
war das Gegenteil der Fall. Hier war sowohl mit dem Konstrukt mit dem Promotor
allein als auch zusammen mit dem Enhancer eine Expressionssteigerung des
Reportergens zu verzeichnen, wahrend der Enhancer allein nur eine sehr geringe
Steigerung der Expression bewirkte. Bei allen drei Zelllinien fiihrte eine Methylierung
der Konstrukte zu einer starken Inhibierung der Expression des Reportergens.

Auch Yin und Blanchard zeigten in ihrer Arbeit in der Zelllinie HepB3 nur eine geringe
Expressionssteigerung durch den Promotor, die durch eine Methylierung entsprechend
auch nur minimal reduziert wurde, wéhrend im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser
Arbeit Yin und Blanchard bei ihren Experimenten mit Promotor und Enhancer
zusammen eine starke Zunahme der Expression des Reportergens detektieren konnten
(Yin & Blanchard, 2000). Aber auch hier wurde die Expression durch die Methylierung
des Promotors stark inhibiert. Dass der Promotor in zwei Féllen dieser Arbeit die
Expression eher inhibiert und nur in einem Fall die Expression steigert, kdnnte mit
Unterschieden in der Expression von Mitgliedern der GATA-Proteinfamilie erklart
werden. In der verwendeten Promotorsequenz ist eine Interaktionssequenz fir GATA-
Proteine vorhanden. Imagawa et al. zeigten, dass eine Uberexpression von GATA2 und
GATAB3 zu einer Repression der Erythropoietin-Expression fuhrt, wahrend GATA4 mit
einer Steigerung der Expression in Verbindung gebracht wurde (Dame et al., 2004;
Imagawa et al., 1997). Wenger et al. setzten fir ihre Untersuchungen des Einflusses der
Methylierung der HIF1a-Bindestelle (HBS) auf die Expression einen dreifachen Repeat
des HBS ein. Diese 3 Kopien des HBS fiihrten in den Zelllinien HeLaS3 und HepB3
nur zu einem geringen Anstieg der Expression, was in einem starken Gegensatz zu den
Ergebnissen dieser Arbeit stand (Wenger et al., 1998). Dieser Unterschied in den
Ergebnissen lasst sich mdglicherweise durch das Vorhandensein von anderen
regulatorischen Sequenzen wie der CACA-Repeat und der Repeat von zwei Steroid-
Rezeptor-Halbseiten im Enhancer erklaren, die Einfluss auf die basale Expression von
Erythropoietin unter Normoxie haben konnten. Aber auch in den Arbeiten von Wenger
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et al. fuhrte eine Methylierung zu einer Reduktion der Expression. Dass es trotz
fehlendem Promotor bei der Verwendung des Konstrukts mit dem Enhancer allein zu
einer Expression gekommen ist, l&sst sich mdglicherweise auf eine kryptische
Promotorsequenz im pRL-Null-Vektor zurtickfuhren. Andererseits konnten auch Trans-
Effekte mit dem ebenfalls transfizierten pGL3.1-Vektor sein (Farr & Roman, 1992).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass fiir die basale Expression von Erythropoietin
nicht nur der Promotor verantwortlich ist. Der Enhancer scheint bei einigen Zelllinien
auch unter Normoxie einen induzierenden Einfluss auf die Expression zu besitzen.
Welche Bereiche des Enhancers dafiir verantwortlich sind, muss noch naher untersucht
werden. Unter Berlicksichtigung der Arbeit von Wenger et al. kann aber schon jetzt ein
Einfluss von HIF1a ausgeschlossen werden (Wenger et al., 1998).

Die Expression von Erythropoietin kann durch Hypoxie stark induziert werden.
Verantwortlich hierfur zeichnete sich der Hypoxie-induzierbare Enhancer. Eine weitere
Fragestellung dieser Arbeit war, wie sich die Methylierung auf die Induzierbarkeit der
Expression von Erythropoietin durch Hypoxie auswirkt.

Wie zu erwarten, kam es mit und auch ohne die Behandlung mit 5°-Aza-2-
desoxycytidin bei der Zelllinie HepB3 durch die Inkubation unter Hypoxie zu einem
starken Anstieg der Expression im Vergleich zur Expression unter Normoxie. Die drei
anderen Zelllinien zeigten nur nach der Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin eine
Induzierbarkeit der Expression durch Hypoxie. Ohne die Behandlung kam es bei den
Zelllinien HeLaS3 und MZ1851 sogar zu einer verminderten Expression nach der
Inkubation unter Hypoxie. Zur Kontrolle wurde ebenfalls die Expression des Gens CA
X1 mit und ohne Behandlung mit 5"-Aza-2-desoxycytidin analysiert. CA Xl ist wie auch
Erythropoietin ein Hypoxie-induziertes Gen. Da dessen Expression in den analysierten
Zelllinien sowohl nach der Behandlung mit 5°-Aza-2-desoxycytidin als auch ohne diese
durch Hypoxie induziert werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass der
Signalweg, der zur Aktivierung der Hypoxie-induzierbaren Gene fihrt, intakt ist. Es
konnte also gezeigt werden, dass die Verhinderung der DNA-Methylierung eine
Induzierung der Expression von Erythropoietin durch Hypoxie ermdglicht.

Auch im Luziferase-Assay zeigte eine Methylierung der verwendeten Konstrukte mit
dem Promotor, dem Enhancer und mit Promotor und Enhancer zusammen eine sehr
starke Reduzierung der Expression unter Hypoxie. In allen drei Zelllinien zeigte sich
mit dem Promotor allein nur eine schwache Induktion der Expression des Reportergens
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durch Hypoxie. Dagegen kommt es durch die Klonierung des Enhancers sowohl allein
als auch in Kombination mit dem Promotor zu einer sehr starken Induktion der
Reportergen-Expression nach der Inkubation unter Hypoxie. Diese Steigerung der
Expression war bei der Zelllinie HepB3 am stérksten und bei HeLaS3 am schwéchsten.
Diese Unterschiede liegen wahrscheinlich darin begriindet, dass die Zellen die
Transfektion und die anschlieBende Inkubation bei Hypoxie unterschiedlich gut
vertrugen und dadurch unterschiedlich stark gestresst waren, was einen erheblichen
Einfluss auf die Expression des Reportergens gehabt haben konnte. Bestérkt wird diese
Annahme durch lichtmikroskopische Beobachtungen, die zeigten, dass sich viele der
transfizierten HeLaS3-Zellen von der Platte geldst hatten, wahrend sowohl die HepB3-
als auch die Hep2-Zellen die Transfektion und die anschlieBende Hypoxie
augenscheinlich besser vertragen hatten. Trotzdem bestatigen diese Ergebnisse
bisherige Arbeiten, die ebenfalls einen schwach induzierbaren Promotor beschreiben,
dessen Aktivitdt erst durch das Zusammenspiel mit dem Enhancer extrem gesteigert
wird (Blanchard et al., 1992; Jelkmann, 1992). In der Arbeit von Wenger et al. reichte
schon die Klonierung des HBS aus dem Enhancer von Erythropoitin fur eine Induktion
der Expression des Reportergens unter Hypoxie, wobei der Effekt durch die
Verwendung eines Dreifach-Repeats der HBS wahrscheinlich noch extrem gesteigert
wurde. Trotzdem zeigte sich in dieser Arbeit durch die Klonierung des Erythropoietin-
Enhancers in der Zelllinie HepB3 eine drei- bis viermal stdrkere Steigerung der
Expression. Dies deutet darauf hin, dass andere Sequenzen im Enhancer den Hypoxie-
induzierten Effekt auf die Expression verstarken. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass
auch der CACA-Repeat 7 Basenpaare downstream von der HBS notwendig fir eine
Hypoxie-induzierte Expression von Erythropoietin sein konnte (Huang & Bunn, 1995).
Auch in der Arbeit von Wenger et al. fiilhrte eine Methylierung des verwendeten
Konstrukts zu einer Verhinderung der Induzierung. Dabei zeigte diese Arbeitsgruppe,
dass eine Methylierung der HBS eine Interaktion mit HIFla verhindert. Obwohl es
sowohl bei Verwendung der Konstrukte mit Enhancer allein und mit Enhancer und
Promotor zu einer starken Induktion der Expression ausgeldst durch Hypoxie kam, war
die Expression bei allen drei Zelllinien unter Hypoxie schwacher bei Verwendung der
Konstrukte mit Enhancer und Promotor als bei Verwendung der Konstrukte mit dem
Enhancer allein. Wie schon bei der basalen Expression erwahnt, kénnte ein Grund
hierfur die unterschiedliche Expression von GATA-Proteinen sein, fir die es im

Promotor von Erythropoietin eine Interaktionssequenz gibt und von denen gezeigt
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wurde, dass sie die Expression sowohl steigern als auch reprimieren kénnen (Dame et
al., 2004; Imagawa et al., 1997). Es waére vorstellbar, dass Hypoxie zu einem Anstieg
der Expression von Erythropoietin fihrt, der durch eine gesteigerte Expression von
GATA2 und GATAS3 kontrolliert wird. Die Ergebnisse des Luziferase-Assay zeigen
auch, dass in allen drei Zelllinien der Signalweg funktionstiichtig vorhanden ist, der
durch Hypoxie ausgeltst wird und zur Aktivierung der Expression von Erythropoietin
und verschiedener anderer Hypoxie-induzierbarer Gene fiihrt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Zelllinien neben der
basalen Expression auch die Hypoxie-induzierte Expression von Erythropoietin durch
Hypermethylierung reduziert wird. Aulerdem deuten die Ergebnisse an, dass es
Faktoren geben muss, durch die der Promotor einen regulierenden Einfluss auf die
Aktivitdt des Hypoxie-induzierbaren Enhancer austiben kann. Dies kdnnten die schon
erwéhnten GATA-Proteine sein.

4.2.1.4 Modifikation des Chromatins durch Hypoxie

In vielen Fallen wird ein Zusammenhang zwischen einer Methylierung des Promotors
verschiedener Gene und einer Modifikation des Chromatins, die zur Bildung von
Heterochromatin fihrt, diskutiert. Auch in dieser Arbeit sollte untersucht werden,
inwieweit die Promotormethylierung des Erythropoietin-Gens mit der Modifikation des
Chromatins zusammenhangt oder ob diese eher durch die Anderung des
Sauerstoffpartialdrucks beeinflusst wird. Um zu analysieren, in welchem Zustand das
Chromatin unter Normoxie und unter Hypoxie vorliegt, wurde es nach Markern flr
Euchromatin (acetyliertes Histon 3) und Heterochromatin (trimethyliertes Histon 3)
untersucht. Dabei war es von besonderem Interesse, ob das Sauerstoffangebot auch in
einer Zelllinie mit Hypermethylierungen im Promotor und Enhancer Einfluss auf die
Chromatin-Modifikation besitzt. Fir die Untersuchungen wurde die Zelllinie Hep?2
verwendet, die sowohl im Promotor als auch im Enhancer methylierte Cytosine
aufweist. Da in einer Studie gezeigt wurde, dass sich die Menge des prézipitierten
Histon 3 von Normoxie zu Hypoxie unterscheidet, wurden fur diese Analyse zusétzlich
Antikorper gegen Histon 3 verwendet um die Ergebnisse zu normalisieren (Johnson et
al., 2008). Die Ergebnisse zeigten einen Anstieg des acetylierten Histon 3 sowohl im
Promotor- als auch im Enhancerbereich von Erythropoietin bei Sauerstoffmangel.
Dementsprechend konnte nach einer Inkubation unter Hypoxie erheblich weniger
trimethyliertes Lysin 9 Histon 3 im Promotor- und auch im Enhancer prézipitiert
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werden. Damit liegt die Vermutung nahe, dass bei einer Zelllinie mit einem
methylierten Promotor und Enhancer unter Normoxie auch das Chromatin inaktiv
vorliegt. Trotz der Methylierung kommt es aber unter Hypoxie zu einer Demethylierung
des Histon 3 verbunden mit dessen Acetylierung, was dazu fiihrt, dass das Chromatin
aufgelockert und damit zugdnglich fir Transkriptionsfaktoren wird. Die
Expressionsdaten von Hep2 unter Normoxie bzw. Hypoxie zeigen aber, dass es unter
Hypoxie trotz der Anderung des Chromatins von Hetero- zu Euchromatin nicht zu
einem Anstieg der Expression von Erythropoietin kommt.

Es ist bekannt, dass sowohl HIF1 als auch der Hepatozyten-Nuklear-Faktor 4 (HNF4),
der an den zwei Steroid-Rezeptor-Halbseiten (DR-2) im Enhancer bindet, mit Ko-
Aktivator-Komplex CBP/p300 interagieren konnen (Arany et al., 1996a; Galson et al.,
1995a; Sang et al., 2002). Neben seiner Funktion als Transkriptions-Ko-Aktivator hat
dieser Komplex auch Histon-Acetyl-Transferase-Aktivitat (Knippers, 2006). Somit
kann die Bindung des CBP/p300-Komplex zur Acetylierung des Chromatins und damit
zur Bildung von Euchromatin fiuhren. Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist die
Interaktionssequenz fur HIFla in der fur diese Untersuchung verwendete HNSCC-
Zelllinie Hep2 frei von Methylierungen. Moglicherweise flhrt die Bindung von HIFla
unter Hypoxie zur Ausbildung des HIF1-Komplexes unter Einbeziehung von ARNT.
Dadurch kann der CBP/p300-Komlex binden und es kommt zur Acetylierung des
Chromatins. Durch die Methylierungen im Promotorbereich von Hep2 wird jedoch eine
Interaktion des HIF1-Komplex mit dem Promotor Uber ARNT unterbunden, wodurch
die an den CBP/p300-Komplex gebundenen Transkriptionsfaktoren nicht in die Néhe
des Promotors gebracht werden, was trotz der Ausbildung einer aktiven Chromatin-

Struktur die Transkription inhibiert.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Hypermethylierung
des Erythropoieitn-Gens sowohl im Promotor als auch im Enhancer eine wichtige Rolle
in der Regulation der Genaktivitét spielt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es bei
der Induktion der Expression von Erythropoietin durch Hypoxie zur Acetylierung des
Chromatins kommt. Die Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten deuten aber auch an,
dass dafir die Interaktion des HIF1-Komplexes mit dem Enhancer notwendig ist, die
jedoch nur stattfinden kann, wenn die Interaktionssequenz fiir HIFlo unmethyliert

vorliegt.
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4.2.2 Reexpression von Erythropoietin in der HNSCC-Zelllinie Hep2 fuhrt zu einer
Inhibierung der Apoptose und einer Steigerung der Proliferationsrate

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl der Promotor als auch der
Enhancer von Erythropoietin in primaren HNSCC-Tumoren und zwei HNSCC-
Zelllinien (RPMI und Hep2) hypermethyliert vorliegt und diese Methylierung mit einer
Reduzierung der Expression des Proteins zusammenhéngt. Aus diesem Grund wurde in
dieser Arbeit untersucht, welche Auswirkungen die Reexpression von Erythropoietin in
der HNSCC-Zelllinie Hep2 hat.

4.2.2.1 Expression des Erythropoietin-Rezeptors in verschiedenen Krebszelllinien

Seine Funktion Ubt Erythropoietin Gber einen Membran-stdndigen Rezeptor aus. Es
konnte gezeigt werden, dass in den Krebszelllinien HeLaS3, RPMI, HepB3 und auch
Hep2 unter Hypoxie exprimiert wird. Durch die Bindung eines Erythropoietin-Molekdls
konnen zwei Rezeptormolekile dimerisieren, wodurch verschiedene Signalwege
aktiviert werden. So kann es durch die Bindung zum Beispiel zur Aktivierung der
cytoplasmatischen, Nicht-Rezeptorprotein-Kinase JAK2 und dem Downstream-
Signalprotein STAT5 kommen. Andererseits kann die Bindung von Erythropoietin an
den Rezeptor auch die Phosphatidylinositol-3-Kinase und damit die Mitogen-aktivierte
Protein-Kinase aktivieren.

Die Expression des Rezeptors in der HNSCC-Zelllinie Hep2 war die Voraussetzung fur
die Untersuchung der Auswirkungen der Reexpression von Erythropoietin.

4.2.2.2 Lokalisation von Erythropoietin im Cytoplasma

Vor den Untersuchungen der Auswirkungen der Reexpression von Erythropoietin
wurde die Lokalisation des reexprimierten Proteins mittels Fluoreszenzmarkierung
analysiert. Es zeigte sich eine Verteilung des Fluoreszenz-markierten Proteins tUber den
gesamten Zellkdérper, wobei der Zellkern aber von Fluoreszenz frei blieb. Da
Erythropoietin nach der Translation posttranslationell modifiziert wird, bevor es aus der
Zelle sekretiert, um seine Funktion als autokrines oder parakrines Hormon Uber die
Bindung seines Rezeptors auszuiiben, entspricht eine vorubergehende Lokalisation im
Cytoplasma den Erwartungen.

Es muss bei der Betrachtung der Ergebnisse allerdings beriicksichtigt werden, dass

Erythropoietin als Fusionsprotein mit dem grin-fluoreszierenden Protein tGiberexprimiert
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wurde. Die Expression als Fusionsprotein konnte die native Struktur des Proteins
beeinflussen, was Auswirkungen auf die Lokalisation haben kénnte. Zudem fuhrt eine
Uberexpression haufig zu Akkumulationen des Proteins in verschiedenen
Kompartimenten der Zelle.

4.2.2.3 Steigerung der Zellproliferation in der HNSCC-Zelllinie Hep2 durch

Erythropoietin
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die HNSCC-Zelllinie Hep2 den Erythropoietin-

Rezeptor exprimiert und die Expression in dieser Zelllinie durch eine
Hypermethylierung im Promotor und Enhancer stark reprimiert ist. Durch diese
Voraussetzungen ist diese Zelllinie gut geeignet, um zu untersuchen, wie sich die
Reexpression von Erythropoietin auf die Proliferation von HNSCC-Zellen auswirkt.
Dies war deshalb von Interesse, da gezeigt wurde, dass die Behandlung von HNSCC-
Patienten mit rekombinantem Erythropoietin zu klinischen Verschlechterungen flhrte.
Durch den Kolonie-Bildungstest sollte zunédchst untersucht werden, welche
Auswirkungen die Reexpression von Erythropoietin auf die Fahigkeit der Hep2-Zellen
hat, nach Transfektion unter Selektionsdruck Kolonien zu bilden. Nach Transfektion
mit dem Konstrukt mit der Erythropoietin-cDNA bildeten sich unter Hypoxie doppelt so
viele Kolonien wie nach Transfektion mit der Kontrolle. Unter Normoxie waren es
sogar fast dreimal soviele. Damit war die Kolonienzahl nach der Transfektion mit
Erythropoietin sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie signifikant hoher als
nach der Transfektion der Kontrolle. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Expression
von Erythropoietin das Uberleben und das Proliferationsverhalten der Hep2-Zellen
unter Stress (Transfektion, Selektion mit G418 und Hypoxie) verbessert.

Weiterhin sollte in dieser Arbeit die Auswirkung der Reexpression von Erythropoietin
auf das Proliferationsverhalten einer Zellpopulation und einer Einzelzelle untersucht
werden. Daflir wurden die Hep2-Zellen stabil mit pCMV-Flag-EPO und als Kontrolle
mit dem leeren Vektor pCMV-Flag transfiziert.

Um das Proliferationsverhalten einer Zellpopulation zu analysieren, wurden
Wachstumskurven erstellt. Unter Normoxie zeigte sich, dass die Zellproliferation der
EPO-exprimierenden Klone signifikant hoher war als die der Kontroll-Klone. Auch
unter Hypoxie war der Zuwachs an Zellen wesentlich erhoht durch die Reexpression
von Erythropoietin.
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Fir die Untersuchung des Proliferationsverhaltens einer Einzelzelle unter dem Einfluss
von Erythropoietin wurden die Zellen der stabilen Klone vereinzelt in Softagar
eingebettet und nach vier Wochen die GroRe der gewachsenen Kolonien ermittelt.
Sowohl unter Normoxie als auch nach der Inkubation unter Hypoxie zeigte sich, dass
die Kolonien der Klone, die Erythropoietin exprimieren, signifikant grésser waren als
die der Kontroll-Klone. Es ist verstdndlich, dass die Kolonien unter Hypoxie im
Allgemeinen Kleiner sind als unter Normoxie, da die Zellen unter Hypoxie wesentlich
mehr gestresst sind, was zu einem verlangsamten Zellzyklus fihrt.

Sowohl Kolonie-Bildungstest und die Zellzahlbestimmungen als auch die
Untersuchungen im Softagar zeigen, dass eine Reexpression von Erythropoietin sowohl
unter Normoxie als auch unter Hypoxie zu einer gesteigerten Proliferationsrate fiihrt.

In der Literatur sind verschiedene Signalwege bekannt, die durch die Bindung von
Erythropoietin an seinen Rezeptor aktiviert werden konnen. Zwei Arbeitsgruppen
zeigten, dass der Einsatz von rekombinantem Erythropoietin zu einer erhdhten
Invasivitdt in HNSCC fuhrt. Sie konnten dabei nachweisen, dass die Invasivitat ein
Ergebnis der Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs ist (Lai et al., 2005; Mohyeldin et
al., 2005). Durch die Bindung von Erythropoietin an seinen Rezeptor und dessen
anschlieende Dimerisierung wird die rezeptorassoziierte Januskinase (JAK) aktiviert,
was zu einer gegenseitigen Phosphorylierung der JAKs und damit zu einer erh6hten
Kinaseaktivitat fihrt. Durch diese Phosphorylierung kdnnen Proteine mit einer Src-
homology Domdne binden. Diese Doméne ist zum Beispiel in den Signaltransduktoren
und Aktivatoren der Transkription (STATSs) vorhanden. Diese werden phosphoryliert
und konnen durch diese Phosphorylierung dimerisieren. Das aktive Dimer kann
anschlieend die Transkription bestimmter Gene aktivieren. Die Familie der STAT-
Proteine umfasst sieben Mitglieder (STAT1-STAT4, STAT5a und STAT5b und
STATS6), die in die Regulation der Proliferation, Apoptose und Angiogenese involviert
sind. Es konnte gezeigt werden, dass STATSs in Tumoren hdufig dauerhaft aktiviert sind.
Auch die erhohte Proliferationsrate und die Inhibierung der Apoptose kénnten ein
Ergebnis der Aktivierung dieses Signalwegs sein. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte in
einer murinen Zelllinie, dass physiologische Konzentrationen von Erythropoietin zu
einer schnellen Phosphorylierung verbunden mit der Aktivierung von Raf-1 fihren
(Carroll et al., 1991). Raf ist Teil der MAP-Kinase-Kaskade, deren Aktivierung
wiederum zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren fiihrt. Caroll et al.
beschrieben ebenfalls, dass Raf-1 eine wichtige Rolle bei der Erythropoietin-induzierten
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Proliferation spielt. Moglicherweise findet dieser Signalweg so auch im Menschen statt
und kann somit in Krebszellen zu einer erhdhten Proliferation durch Erythropoietin
fuhren.

Eine Steigerung der Proliferation der Zellen kann in Tumoren dazu flhren, dass der
Tumor schneller wachst. Dies wiederum konnte in einer erhéhten Aggressivitat des

Tumors resultieren verbunden mit einer verstarkten Invasivitat und Metastasierung.

Es ist bekannt, dass die Gabe von rekombinantem Erythropoietin zu einer klinischen
Verschlechterung bei HNSCC-Patienten flihrt und rekombinantes Erythropoietin die
Invasivitdt von HNSCC erhoht (Henke et al., 2003; Lai et al., 2005; Mohyeldin et al.,
2005). Dies im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, in der gezeigt wurde,
dass die Reexpression von Erythropoietin in einer HNSCC-Zelllinie die
Zellproliferation signifikant erhoht, sollte dazu fiihren, dass die Behandlung von
HNSCC-Patienten mit rekombinantem Erythropoietin nochmals Gberdacht und die
Nachteile gegen den Nutzen fur den Patienten abgewogen werden.
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5. Ausblick

Krebs ist die zweithdufigste Todesursache in Deutschland (2008). Aus diesem Grund
wird es immer wichtiger, diese Erkrankungen frihzeitig zu diagnostizieren. Da
verschiedene Tumor-assoziierte Gene in bestimmten Tumorarten hdufig methyliert
auftreten, sind sie immer mehr als Tumormarker von Interesse. In dieser Arbeit wurden
verschiedene Tumor-assoziierte Gene auf ihre Methylierung in Plattenepithelkarzinoma
des Kopf-Hals-Bereiches (Head and neck squamous cell carcinoma = HNSCC)
untersucht. Haufig methyliert waren die Gene p16, MGMT, DAPK, RARB, MLHI,
CDH1, RASSF5 und MST1 in den Tumorproben, aber auch in den Normalgeweben
zeigten diese Gene eine hdufigere Methylierung. Das macht sie als Biomarker
ungeeignet. Die Normalgewebsproben wurden aus der gesunden Wangenschleimhaut
entnommen, die Noxen ausgesetzt waren, die mit der Entstehung von HNSCC in
Zusammenhang gebracht werden. Aus diesem Grund wére es vorstellbar,
Normalgewebe von Risikopersonen zu entnehmen und auf die Methylierung dieser
Gene hin zu untersuchen. Um die Annahme zu bestétigen, dass die Methylierung dieser
Gene auf der Exposition mit Noxen beruht und eine Vorstufe der Entstehung von
HNSCC ist, sollte der Methylierungsstatus dieser Gene in Gewebe von gesunden
Probanden untersucht werden, die diesen Noxen entweder ausgesetzt waren oder nicht.
Natrlich sollte es auch ein Ziel fir die Zukunft sein, weitere Biomarker zu finden, da
eine friihzeitige Diagnose die Heilungschancen stark erhéht.

Fir die Genregulation von Erythropoietin konnte gezeigt werden, dass die
Hypermethylierung des Promotors und des Enhancers die basale Expression stark
reduziert und eine Induzierung der Expression durch Hypoxie unterbindet. Auch kam es
in dieser Arbeit durch Hypoxie zu einer Reduzierung der Trimethylierung des
Chromatins und dessen Acetylierung. Vermutlich beruht die Modifikation des
Chromatins auf eine Interaktion des CBP/p300-Komplex mit dem HIF1-Komplex, der
an die HIF1a-Interaktionsstelle gebunden ist. In weiterflihrenden Untersuchungen sollte
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analysiert werden, ob eine Methylierung in diesem Bereich die Modifikation des
Chromatins unterbindet oder diese davon unbeeinflusst trotzdem stattfindet. Des
Weiteren wadre es von Interesse, inwieweit eine Modifikation des Chromatins notwendig
ist fur die Induzierung der Genaktivitat durch Hypoxie und ob wirklich der CBP/p300-
Komplex und seine Interaktion mit dem HIF1-Komplex zu dieser Modifikation fihrt.
Dafir konnten Expressionsstudien und Untersuchungen der Chromatin-Modifikation
unter Hypoxie mit siRNA durchgefiihrt werden, bei denen Teile des CBP/p300-Koplex
ausgeknockt werden. Da dies aber moglicherweise toxisch fur die Zellen sein kénnte,
wére auch der Einsatz eines Inhibitors denkbar, der die Interaktion des CBP/p300-
Komplexes mit dem HIF1-Komplex verhindert.

Héaufig werden HNSCC-Patienten und auch Krebspatienten allgemein mit
rekombinantem Erythropoietin behandelt, um das Allgemeinbefinden zu verbessern.
Jedoch konnten diese und auch andere Arbeiten zeigen, dass Erythropoietin sich negativ
auf das Krankheitsbild auswirkt. So zeigte sich zum Beispiel, dass Erythropoietin die
Zellproliferation in HNSCC und auch die Invasivitadt erhoht. Bevor Krebspatienten
weiterhin mit rekombinantem Erythropoietin behandelt werden, sollte fur jede einzelne
Tumorart untersucht werden, wie sich Erythropoietin auf das Tumorwachstum auswirkt
und anschlieBend die Risiken gegeniiber dem Nutzen flr den Patienten genau
abgewogen werden. Mdglicherweise konnte aber die Zellproliferations-steigernde
Wirkung von Erythropoietin in nichthdmatopoetischen Geweben in anderen
medizinischen Bereichen zum Beispiel fur die bessere Wundheilung nach Operationen
ausgenutzt werden. Eine weitere Uberlegung konnte in Richtung neuer Inhibitoren
gehen, die lokal eingesetzt werden, um die Erythropoietin-Rezeptoren im Tumor zu
blockieren, um so die Auswirkung des rekombinanten Erythropoietin auf das

Tumorwachstum zu verhindern.
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6. Zusammenfassung

Jéhrlich erkranken Uber 500000 Menschen an Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich (head and neck squamous cell carcinoma = HNSCC) (Shaw et al., 2006b). Ein
Ziel dieser Arbeit war es, den Methylierungsstatus von 15 Tumor-assoziierten Genen in
54 HNSCC- und 23 Normalgewebsproben zu untersuchen und mit den klinisch-
pathologischen  Daten  zu  korrelieren. Es  zeigte sich, dass die
Gesamtmethylierungsfrequenz dieser Gene in den Tumorproben (42%) signifikant
héher war als in den Normalgewebsproben (23%; p<0,05%). Von den untersuchten
Genen zeigten besonders pl6 (60%), MGMT (53%), DAPK (67%), RARB (75%),
MLH1 (69%), CDH1 (43%), RASSF5 und MST1 (96%) eine h&ufige Methylierung in
den HNSCC-Proben. Methylierungen von RASSF1A (18%), GSTP1 (4%), RASSF4
(13%), MST2 (4%), LATS1 (24%) und LATS2 (8%) waren eher seltener in den
Tumorproben zu finden. Bei der Korrelation der Methylierungsdaten mit den klinisch-
pathologischen Daten war eine erhthte Methylierungsfrequenz in Zusammenhang mit
fortgeschrittenerem Tumorstadium und schlechterer Differenzierung der HNSCC-
Proben zu beobachten. Zum Beispiel fand sich eine signifikant hthere Methylierung
von pl6 in schlecht differenzierten HNSCC (p=0,037) und RASSF5 war wesentlich
haufiger methyliert in Tumoren eines fortgeschritteneren Stadiums (p<0,05). Eine
Methylierung von RASSF4 war nur in Patienten zu finden, die an einem Rezidiv
erkrankten (p=0,033). Die Methylierung der Tumor-assoziierten Gene war in den
untersuchten HNSCC-Zelllinien dhnlich hdufig wie in den priméren Tumorproben. Da
die Gene, die eine hohe Methylierungsrate in den HNSCC-Proben aufwiesen, auch in
einer Vielzahl der Normalgewebeproben methyliert waren, sind sie als Biomarker fir
HNSCC eher ungeeignet. Jedoch zeigt diese Methylierung ihre Relevanz in der
Entstehung von HNSCC und konnte zur Abschéatzung des Risikos einer Erkrankung an
HNSCC dienen. Nur RASSF1A und RASSF4 waren in den Normalgewebsproben
unmethyliert.
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H&ufig werden HNSCC-Patienten mit rekombinantem Erythropoietin behandelt um das
Allgemeinbefinden zu verbessern (Demetri et al., 1998; Glaspy et al., 1997). Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war deshalb, zu untersuchen, welchen Einfluss epigenetische
Regulationsmechanismen auf die Genaktivitdt von Erythropoietin haben und wie sich
die Reexpression von Erythropoietin auf das Proliferationsverhalten von HNSCC
auswirkt. In dieser Arbeit zeigte sich, dass Erythropoietin sowohl in der Niere als auch
in der Leber stark exprimiert wurde. Auch in der Plazenta lieR sich eine geringe
Expression nachweisen. In den analysierten Krebszelllinien war die Expression im
Vergleich zu der Zelllinie HepB3, die bekannt dafur war, Erythropoietin zu
exprimieren, nur sehr gering und Methylierungsanalysen zeigten, dass sowohl Promotor
als auch Enhancer dieser Zelllinien aber auch vieler primérer Tumore, insbesondere
HNSCC-Tumore, Methylierungen aufwiesen. Aber auch die Normalgewebsproben der
HNSCC-Patienten zeigten Methylierungen.

In  weitergehende Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die
Hypermethylierung des Erythropoietin-Gens sowohl im Promotor als auch im Enhancer
eine wichtige Rolle in der Regulation der Genaktivitat spielt. Des Weiteren zeigte sich
in dieser Arbeit, dass es bei der Induktion der Expression von Erythropoietin durch
Hypoxie zur Acetylierung des Chromatins im Promotor- und auch im Enhancer-Bereich
kommt. Wahrscheinlich ist fiur diese Modifikation des Chromatins eine Interaktion des
HIF1-Komplexes mit dem Enhancer notwendig, die jedoch durch die Methylierung der
HIF1a-Interaktionssequenz im Erythropoietin-Enhancer unterbunden werden kann.
Reexpressionsanalysen in der HNSCC-Zelllinie Hep2 zeigten einen Proliferations-
steigernden Effekt von Erythropoietin auf die Zellen sowohl unter Normoxie als auch
unter Hypoxie. Eine Proliferationsteigerung in Krebszellen kann zu einem schnelleren
Tumorwachstum fuhren, was den Tumor aggressiver machen und in einer erhdhten
Invasivitdt und Metastasierung des Tumors resultieren kann. Aus diesem Grund sollte
die Behandlung von HNSCC-Patienten mit rekombinantem Erythropoietin unter

Abwégung der Vor- und Nachteile flr den Patienten nochmals tiberdacht werden.
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7. Anhang

Tab. 7.1: Korrelation der Promotormethylierung mit den Kklinisch-pathologischen Daten

Alter I1nom v 1 2 3 T1 T2 T3 T4 NO N1 N2 N3

RASSF m 51+8 1 0 1 6 0 6 1 2 2 3 1 1 1 4 2
1A u 5710 2 0 9 29 4 23 11 6 6 18 11 9 6 21 4
P16 m 58+11 2 0 S5 20 2 13 10 5 6 10 7 5 3 1.6 4

u 54=x7 1 0 5 1 2 17 2 3 2 11 6 5 4 9 3

m 59+10 1 0 6 17 1 15 7 3 4 122 5 7 2 11 4
MGMT

u 55*9 2 0 4 15 3 122 5 6 3 9 4 2 4 13 1

m 58+*8 1 0 4 25 2 18 9 6 5 14 7 3 4 20 4
DAPK

u 58+x12 2 0 6 9 0 11 4 1 3 7 5 5 3 5 3

m 589 3 0 3 24 4 18 8 8 5 14 6 5 5 18 4
RARR

u 55+8 o o 2 8 4 5 4 1 1 5 2 2 1 5 2

m 58+10 1 O S5 27 2 19 11 4 6 1 9 7 3 21 4
MLH1

u 58+10 2 0 5 9 1 122 2 4 2 5 4 3 4 5 3
CDH m 598 0O 0 4 18 0O 16 5 3 4 10 5 2 4 14 2

u 5=+*10 3 0 7 17 3 14 9 6 4 10 8 9 3 11 5

m 64+18 0 0 0 2 0 1 1 8 1 1 0 O 0 2 O
GSTP1

u 57%9 3 0 9 34 4 28 13 0 7 21 12 11 5 24 7
RASSF m 5%6+12 1 O 5 13 1 13 4 3 2 7 7 5 3 8 3
2 u 58+*8 2 0 5 21 3 16 9 6 6 14 4 5 4 17 3
RASSF m 53«10 0 0 O 6 1 2 3 1 6 2 3 0O 0 3 3
4 u 58+10 2 0 7 29 3 23 10 5 O 19 10 9 4 23 3

m 58+10 2 0O 6 20 1 18 8 4 3 11 10 6 4 14 3
NOR1

u 56=*9 1 0 5 15 3 12 4 5 5 11 1 5 3 12 2

m 58+10 2 0 8 31 2 26 13 6 6 20 12 7 6 24 6
MST1

u 71%9 1 0 0o 2 1 1 o0 1 1 O O 1 O O O

m 73x4 o o 1 1 0 1 1 0 1 1 O 1 O 1 O
MST2

u 57%9 3 0 9 3 4 26 13 9 7 20 10 9 6 23 7

m 62%9 o o 1 9 0 6 3 0 1 9 1 1 1 8 1
LATS1

u 56=+10 3 0 10 25 4 24 10 8 7 14 10 10 6 16 6
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m 55+2 0 0 1 2 0 2 2 O O0 2 2 1 0 2 1

LATS2
u 5710 3 0 10 34 4 30 12 9 8 20 11 10 7 24 6

I-1V Stadium; 1-3 Differenzierung; T1-T4, NO-N3 TNM-Klassifizierung; m methyliert; u unmethyliert

Tab. 7.2: Relative Expression von Erythropoietin in 13 verschiedenen Zelllinien in Bezug auf Zelllinie
HepB3

Zelllinie Expression in Bezug  Standartabweichung
auf HepB3
HepB3 100,00% 0,00%
Hep2 8,55% 0,36%
RPMI 39,14% 9,60%
HelLaS3 20,46% 3,26%
A549 11,68% 1,41%
FTC ZL236 42,86% 1,21%
HF57 11,66% 2,67%
Pancreas | 40,23% 7,85%
Pancreas VIII 21,95% 1,15%
MZ1257 10,94% 3,17%
MZ1851 26,52% 2,86%
MZ1973 34,87% 2,55%
MZ2861 25,19% 3,73%
MZ2865 27,08% 4,86%

Tab. 7.3 : Relative Expression von Erythropoietin in sieben verschiedenen Normalgeweben in Bezug auf
eine Kontroll-cDNA.

Gewebe Expression in Bezug auf Standartabweichung
Leber-cDNA
Herz 0,91% 0,12%
Gehirn 3,10% 0,81%
Plazenta 17,89% 1,82%
Lunge 2,25% 0,56%
Leber 100,00% 9,29%
Skelettmuskel 1,12% 0,50%

Niere 180,00% 17,37%
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Tab. 7.4: Mittelwerte und Standartabweichungen der der Kolonienzahl.

Mittelwert Standart-
abweichung
Normoxie pCMV-Flag-EPO 5,67 1,15
PCMV-Flag 2,00 0,00
Signifikanztest 0,0315
Hypoxy ~ pCMV-Flag-EPO 10,00 2,00
PCMV-Flag 5,00 1,00
Signifikanztest 0,0316
Tab. 7.5: Mittelwerte und Standartabweichungen der Zunahme an Zellen
Mittelwert Standart-
abweichung
Normoxie pCMV-Flag-EPO 303% 2504
PCMV-Flag 215% 17%
Signifikanztest 0,01839557
Hypoxy  pCMV-Flag-EPO 335% 26%
PCMV-Flag 249% 17%

Signifikanztest

0,07787999
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Tab. 7.6 : Mittelwerte und Standartabweichungen der Koloniegrdssen.

Mittelwert Standart-
abweichung
Normoxie pCMV-Flag-EPO 186,83 pm 3,95
pCMV-Flag 115,77 um 6,55
Signifikanztest 0,0092397
Hypoxy = pCMV-Flag-EPO 115,88 um 1,51
pCMV-Flag 96,98 pm 4,19
Signifikanztest 0,00030698
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