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Verzeichnis der Abkürzungen 

Ado Adenosin 

Ado-2'3'-Dial Adenosin-2'3'-Dialdehyd 

ADP Adenosindiphosphat 

AMP Adenosinmonophosphat 

ATP Adenosintriphosphat 

BHMT Betain-Homocystein-S-Methyltransferase  

bp Basenpaare 

C Cytosin 

CBTRUS Central Brain Tumor Registry of the United States 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CpG Cytosin-(Phosphat)-Guanin Dinukleotid 

dCTP Desoxycytidintriphosphat 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure (Deoxyribonucleic acid) 

DNMT  DNA-Methyltransferasen 

dpm Desintegrationen pro minute 

EC Energieladung (Energy charge) 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EORTC European Organisation For Research And Treatment Of Cancer 

FCS Fetales Kälberserum (Fetal calf serum) 

g* Erdbeschleunigung (*in Zusammenhang mit Zentrifugengeschwindigkeiten) 

Glc Glukose 

H2O Wasser 

Hcy Homocystein 

HPLC High Performance Liquid Chromatografy 

IDH1 Isozitrat Dehydrogenase 1 Gen 

LMA Laufmittel A (s. Tab. 2.4) 

LMB Laufmittel B (s. Tab. 2.4) 
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Lsg Lösung 

M mol/l 

MAT L-Methionin-S-Adenosyltransferase 

Met Methionin 

MEHT 5-Methyltetrahydrofolat-Homocystein S-Methyltransferase 

MP Methylierungspotenzial 

mRNA messenger RNA 

NCIC National Cancer Institute of Canada 

nm Nanometer 

5'Nu 5'-Nukleotidase 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (Phosphate buffered saline) 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction) 

PCS Perchlorsäure 

Pen Penicillin 

RNA Ribonukleinsäure (Ribonucleic acid) 

SAH S-Adenosylhomocystein 

SAHH S-Adenosylhomocystein Hydrolase 

SAM S-Adenosylmethionin 

SEM Mittlerer Standardfehler (Standard error of the mean) 

Strep Streptomycin 

T Thymin 

TAE Tris/Acetat/EDTA (Tab. 2.7) 

Taq Thermus Aquaticus (im Zusammenhang mit der thermostabilen Taq-Polymerase) 

TH-Folat Tetrahydrofolat 

TMZ Temozolomid 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

U/min Umdrehungen pro Minute 
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1 Einleitung  

In der Behandlung des Glioblastoms, des häufigsten primären Hirntumors des 

Menschen hat sich in der Zytostatikatherapie die alkylierende Substanz Temo-

zolomid (TMZ) bewährt. Der Methylierungsstatus des O6-Methyl-Guanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT)-Genpromotors zeigte sich unter Therapie mit dieser 

Substanz stark prädiktativ für ein verlängertes progressionsfreies Überleben 

und Gesamtüberleben von Glioblastompatienten (Hegi et al. 2005). Deshalb 

wurden eine Reihe von Strategien verfolgt um die MGMT-vermittelte Zytostati-

karesistenz zu durchbrechen. Diese beinhalteten z. B. die Behandlung mit O6 –

Benzylguanin als nicht toxisches Pseudosubstrat der MGMT oder eine RNA-

Interferenz vermittelte Unterdrückung des MGMT-Genes. Eine andere Strategie 

ist die MGMT-Aktivität zu verringern, indem man TMZ nicht in dem ursprünglich 

üblichen Schema mit einer Applikation von 150-200 mg pro Tag an den Tagen 

1-5 eines achtundzwanzig Tage dauernden Therapiezyklus verabreicht, son-

dern die Dosis verdichtet (z. B. durch Applikation an sieben Tagen eines vier-

zehntägigen Schemas). Jedoch zeigten sich diese alternativen Schemata kon-

ventionellen Dosierungsregimen nicht eindeutig überlegen. Auch ist anzumer-

ken, dass nicht jeder Patient, dessen MGMT-Promotor methyliert ist, auch auf 

Alkylantien anspricht. Außerdem bedeutet ein primäres Ansprechen nicht, dass 

die Patienten keine Rückfalle erleiden, die Gesamtprognose der Erkrankung 

bleibt schlecht (Hegi et al. 2008). Die Methylierung eukaryonter DNA allgemein 

steht in engem Zusammenhang mit Transkription, Karzinogenese, X-Chromo-

som-Inaktivierung und genetischer Prägung. Als Donor einer aktivierten Methyl-

gruppe fungiert S-Adenosylmethionin (SAM). Nach der Übertragung der Methyl-

gruppe auf einen Akzeptor, z. B. DNA, bleibt S-Adenosyl-Homocystein (SAH) 

zurück, welches ein potenter Hemmstoff der Methyltransferasen ist. Da SAH 

durch die Hydrolyse der SAH-Hydrolase abgebaut wird, reguliert die Aktivität 

der SAH-Hydrolase die intrazellulären Konzentrationen von SAH und beein-

flusst so indirekt Transmethylierungsprozesse. Deshalb könnte auch die Beein-

flussung der SAH-Hydrolase Aktivität für den Methylierungsstatus des MGMT-

Genpromotors von Bedeutung sein. 
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1.1 Bisheriger Kenntnisstand 

Die Expression der Gene wird üblicherweise durch das Zusammenspiel von 

mehreren Transkriptionsfaktoren gesteuert. Seit Jahren ist jedoch bekannt, 

dass noch weitere Regulationsmechanismen existieren, die in die Genexpressi-

on eingreifen. Diese Mechanismen, die nicht dem klassischen Modell der Tran-

skriptionskontrolle folgen, werden unter dem Oberbegriff Epigenetik zusam-

mengefasst. Die Gruppe der epigenetischen Mechanismen ist sehr heterogen 

und beinhaltet Effekte wie RNA-Interferenz (Fire et al. 1998), Histonmodifizie-

rungen, wie die Deacetylierung (Ferreira et al. 2007) oder DNA-Methylierung 

(Attwood et al. 2002; Aranda et al. 2009). Prinzipiell wird durch die Deacetylie-

rung und die Methylierung von Histonen und DNA die DNA, bzw. das Nukleo-

som, in Struktur oder Konformation so verändert, dass sie dem Zugriff der 

Transkriptionsfaktoren entzogen ist. Fehlerhafte Acetylierungen oder Methylie-

rungen sind Schlüsselmechanismen bei der Entstehung von Tumoren (Ushijima 

2005; Esteller 2006; Schinke et al. 2010). Unter DNA-Methylierung versteht 

man die epigenetische Modifikation der DNA-Base Cytosin durch kovalente 

Bindung einer Methylgruppe an der 5'-Position des Pyrimidinringes im Bereich 

von Cytosin-Guanin Dinukleotiden, CpGs (Abb.1.1) (Bird 1992). Bei Vertebraten 

erfolgt die Cytosin-Methylierung vorwiegend bimodal, während 70 % aller CpG-

Dinukleotide methyliert sind bleiben sogenannte CpG-Inseln unmethyliert 

(Singal and Ginder 1999). CpG-Inseln definieren sich durch eine Länge größer 

als 500 bp und einem CpG-Anteil größer 55 %, sowie einem Verhältnis erwarte-

ten CpG-Anteils zu tatsächlichem von 0,65 (Takai and Jones 2002). Die Fre-

quenz von CpG im Säugergenom erweist sich als niedriger, als statistisch zu 

erwarten wäre, der CpG-Anteil hat sich also evolutionär verringert. Verantwort-

lich ist ein Korrekturmechanismus, der durch Methylcytosin unterlaufen wird. 

Durch Desaminierung von Cytosin kann akzidentiell Uracil entstehen, welches 

genuin nicht in DNA, sondern hauptsächlich in RNA vorkommt, die Sequenzän-

derung wird als Fehler erkannt und das Uracil durch die Uracil-DNA-Glykosy-

lase entfernt (Abb.1.1). Bei der Desaminierung von 5'-Methylcytosin entsteht 

aber Thymin, welches ein normaler Basenbaustein der DNA ist und somit nicht 

so effizient von zellulären Reparatursystemen erkannt wird. Dies kann zu einer 
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CT Transition führen (Urnov 2002). So handelt es sich bei dem durch DNA-

Methylierung im Bereich von CpG-Dinukleotiden entstehendem 5'-Methylcytosin 

um Hotspots für somatische Mutationen. Methylierung ist essentiell für die emb-

ryonale Entwicklung von Säugetieren, wie die frühe Letalität von Mäusen mit 

mangelnder DNA-Methyltransferasenaktivität zeigt. Sie dient normalerweise der 

gewebespezifischen Expressionsanpassung von Genen. Anhand von Beobach-

tungen an inaktivierten X-Chromosomen weiblicher Zellen und der Etablierung 

und Aufrechterhaltung allelspezifischer Expression ansonsten unterdrückter 

Gene, wurde die DNA-Methylierung vor allem als ein Mechanismus lebenslan-

ger irreversibler Transkriptionsunterdrückung verstanden (Siegfried et al. 1999). 

Mittlerweile finden sich Untersuchungen, die die Verbindung von Methylierung 

allein mit der Transkriptionssuppression wiederlegen. So zeigte sich, dass z. T. 

auch gerade aktive Gene einer gezielten Methylierung unterliegen können 

(Suzuki and Bird 2008). Wichtig ist an dieser Stelle zu erwähnen, dass sich das 

geschilderte Methylierungsmuster von Vertebraten nicht auf Nicht-Vertebraten 

unter den Eukaryonten übertragen lässt. So weisen z. B. Saccharomyces cervi-

siae und Caenorhabditis elegans als häufig studierte Modellsysteme keine 

DNMT(DNA-Methyltransferasen)-ähnlichen Gene auf und zeigen entsprechend 

auch keine DNA-Methylierung, was dazu führte, dass die grundsätzliche Bedeu-

tung der DNA-Methylierung anfangs in Frage gestellt wurde (Bird 1992). Das 

häufigste Muster der Nicht-Vertebraten Methylierung ist die mosaikartige Methy-

lierung. Sie zeichnet sich durch stark methylierte DNA-Domänen aus, die durch-

setzt sind mit nicht methylierten DNA-Abschnitten. Den größten Anteil methy-

lierter DNA unter allen Eukaryonten zeigten bisher mit nahezu 50 % Anteil 

methylierten Cytosins einige Pflanzen. Beim Mais zum Beispiel ist dieser hohe 

Anteil auf die große Zahl Transposons zurückzuführen, auf die die Methylierung 

abzielt. Dieses transkriptionelle Silencing von parasitären mobilen genetischen 

Elementen könnte eine evolutionäre Erklärung für den Ursprung der Methylie-

rung sein. Die Cytosin-Methylierung bewirkt die Inaktivierung der Promotoren 

solcher Transposons und Viren, einschließlich Retroviren und Alu-Elementen. 

In der Tat ist der größte Teil des 5’-Methylcytosins im Genom innerhalb solcher  
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Abb. 1.1:  Methylierung von Cytosin und Desaminierung des Methylcyto-

sin führen schließlich zur Bildung von Thymin. (Singal and 

Ginder 1999) 

Elemente lokalisiert (Yoder et al. 1997). Umgekehrt beschreiben Miller und 

Sweatt (Miller and Sweatt 2007) die Steigerung der DNMT-Genexpression im-

Hippocampus der Ratte als Antwort auf Angstkonditionierung von Mäusen und 

dass die Hemmung der DNMTs die Erinnerungsbildung blockiert. Angstkonditi-

onierung ist assoziiert mit schneller Methylierung und transkriptioneller Unter-

drückung des Erinnerungs-Unterdrückungsgens (Memory Suppressor Gene) 

PP, sowie Demethylierung und transkriptioneller Aktivierung des synaptischen 

Plastizitätsgenes Reelin, welches die Aktivität beider Systeme, der Methyltrans-

ferasen und Demethylasen während der Konsolidierung von Erlerntem zeigt. 

Dieses Beispiel zeichnet ein dynamischeres Bild der Regulation durch DNA-

Methylierung im Gegensatz zu dem zuvor genannten, eher statischen Aspekt. 

Allerdings betrifft die DNA-Methylierung nicht nur die Aktivität der Gene, son-

dern auch die Organisation und Stabilität des Genoms. Zellen, deren DNA eine 
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deutliche Hypomethylierung aufweisen, zeigen eine erhöhte genomische Insta-

bilität (Chen and Sun 1998; Rizwana and Hahn 1999). Dies wirkt sich auch auf 

das Teilungsverhalten der Zellen aus. Daher wurde auch eine Hypomethylie-

rung der DNA bereits mehrfach im Zusammenhang mit dem Auftreten von Tu-

morerkrankungen beschrieben (Saito et al. 2002; Eden et al. 2003; Gaudet et 

al. 2003; Leistenschneider 2004). 

1.3 DNA-Methyltransferasen und S-Adenosylmethionin 

Die Methylierung von Nukleinsäuren, Proteinen und Phospholipiden wird durch 

Methyltransferasen vermittelt, die als aktivierten Methylgruppendonor S-Adeno-

syl-Methionin (SAM) verwenden (Cantoni 1952). Aufgrund der unterschiedli-

chen Substratspezifität unterscheidet man bei der DNA-Methylierung zwischen 

Erhaltungs-(maintenance) und de novo DNA-Methyltransferasen (DNMT). Die 

Erhaltungs-Methyltransferase DNMT 1 methyliert hemi-methylierte DNA und 

überträgt bei der Replikation das Methylierungsmuster des Parentalstrangs auf 

den Tochterstrang. Die de novo Methyltransferasen DNMT 3a und 3b methylie-

ren hemimethylierte und unmethylierte DNA mit gleicher Effizienz (Robertson 

and Jones 2000).  

Die Synthese von SAM wird durch die in allen Zellen vorkommende L-Methio-

nin-S-Adenosyltransferase (MAT) katalysiert. SAM entsteht durch den Transfer 

einer Adenosylgruppe von ATP auf das Schwefelatom des Methionins. Die int-

razelluläre SAM-Konzentration wird durch die Aktivität der MAT, sowie die Akti-

vität der SAM-metabolisierenden Enzyme, SAM-Decarboxylase und die ver-

schiedene Methyltransferasen bestimmt. 

1.4 Die S-Adenosylhomocystein-Hydrolase und das Methylie-

rungspotenzial 

Als Produkt aller SAM-abhängiger Transmethylierungsreaktionen entsteht       

S-Adenosylhomocystein (Cantoni and Scarano 1954). Da SAH an das aktive 

Zentrum der Methyltransferasen mit höherer Affinität als SAM bindet (Hoffman 

et al. 1979), ist SAH ein potenter Inhibitor der meisten, wenn nicht sogar aller, 

SAM-abhängigen Methylierungsreaktionen (Cantoni et al. 1979; Gibson et al. 

1961). Daher ist ein effektiver Abbau des entstehenden SAHs Voraussetzung  
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Abb. 1.2 Überblick über den intrazellulären SAM- und SAH-

Metabolismus (Kloor et al. 2003; Hermes 2004a) 

TH-Folat: Tetrahydrofolat; MEHT: 5-Methyltetrahydrofolat-

Homocystein S-Methyltransferase; MAT: L-Methionin S-

Adenosyl-Transferase; BHMT: Betain-Homocystein-S-

Methyltransferase; 5'-Nu: 5'-Nukleotidase  

für effiziente Methylierungsreaktionen (Hoffmann 1979). Der einzige bekannte 

Stoffwechselweg, über den SAH in Vertebraten metabolisiert wird, ist die Spal-

tung in Adenosin (Ado) und Homocystein (Hcy) durch die SAH-Hydrolase (Abb. 

1.2) (Eloranta and Kajander 1984; Eloranta et al. 1982; De La Haba and 

Cantoni 1959). Die Analyse der Kristallstruktur der SAH-Hydrolase konnte zei-

gen, dass die katalytische Domäne der SAH-Hydrolase mit der katalytischen 

Domäne bakterieller Methyltransferasen nahezu identisch ist (Hu et al. 1999). 

Dies spricht für eine Kolokalisation der SAH-Hydrolase und Methyltransferasen, 

die einen effizienten Austausch von SAH zwischen den katalytischen Zentren 

der Enzyme ermöglicht. So könnte die Effizienz von Transmethylierungsreakti-

onen gesteigert werden. Die Applikation des Methylgruppendonors SAM stimu-

liert die DNMT und hemmt die aktive Demethylierung der DNA, was zu einer 
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Steigerung der DNA Methylierung führt (Detich et al. 2002; Pascale et al. 2002). 

Hingegen führt eine Erhöhung der intrazellulären SAH-Konzentration zu einer 

Hemmung der DNMTs und einer DNA-Hypomethylierung (Caudill et al. 2001; Yi 

et al. 2000). Somit ist ein effektiver Abbau des entstehenden SAH durch die 

SAH-Hydrolase, die die reversible Hydrolyse von SAH zu Adenosin und Ho-

mocystein katalysiert, Voraussetzung für effiziente Methylierungsreaktionen in-

nerhalb einer Zelle (Hoffman et al. 1979; Cantoni and Chiang 1980; Clarke and 

Banfield 2001). Obwohl die SAH-Hydrolase ursprünglich als ein zytoplasmati-

sches Enzym beschrieben wurde (De La Haba and Cantoni 1959), führt eine 

erhöhte mRNA-Synthese in transkriptionell aktiven Zellkernen, z. B. während 

der Embryonalentwicklung von Xenopus laevis oder der Erythropoetinbildung in 

der Niere zu einer vermehrten nukleären Lokalisation der SAH-Hydrolase, und 

zur Co-Lokalisation mit der RNA-Polymerase II (Radomski et al. 1999; Kloor et 

al. 2007). Damit reguliert die SAH-Hydrolase die intrazelluläre und nukleäre 

Konzentration von SAH und beeinflusst so indirekt Transmethylierungsreaktio-

nen. Der von Cantoni et al. (Cantoni et al. 1979) formulierte Quotient aus SAM 

und SAH, das Methylierungspotenzial (MP) wurde daher als sensitiver Indikator 

für die Methylierungsaktivität innerhalb eines Gewebes angesehen. Je kleiner 

der Quotient ist, desto stärker werden Methylgruppenübertragungen gehemmt. 

Neoplastische oder durch onkogene Viren transformierte Zellen weisen unphy-

siologische Methylierungsmuster auf (Kanai et al. 2004; Howard et al. 2008). 

Durch eine Überexpression von DNA-Methyltransferasen kann eine Hyperme-

thylierung von DNA-Abschnitten eintreten, die zur Expressionsrepression bei 

Genen führt, die wichtige Funktionen in der Zelle haben. In diesem Zusammen-

hang sind die Tumorsuppressorgene von besonderem Interesse (Kurash et al. 

2008; Shima et al. 2011).  

1.5. Abhängigkeit der Therapie vom Methylierungsstatus des 

MGMT-Promotors 

Das Glioblastom ist der häufigste primäre Gehirntumor des Erwachsenen. Unter 

den ZNS Tumoren macht es ca. 50 % der Erkrankungen aus, die Inzidenz liegt 

bei 2,9-3,5 Neuerkrankugen pro 100 000 Einwohner und Jahr (CBTRUS Statis-
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tical Report: Primary Brain and Central Nervous System Tumors Diagnosed in 

the United States in 2004–2006). Die Erkrankung ist in der Regel schnell pro-

gredient und endet letal. Gemittelt liegt die Zeitspanne des Gesamtüberlebens 

bei weniger als einem Jahr. Die aktuelle Standardtherapie bezogen auf eine 

Phase III-Studie, die durch die European Organization for Research and Treat-

ment of Cancer (EORTC) und das National Cancer Institute of Canada (NCIC) 

durchgeführt wurde (Stupp et al. 2005), ist die lokale Bestrahlung kombiniert mit 

gleichzeitiger Chemotherapie mit TMZ (Weiler et al. 2010). Zuvor sollte die 

größtmögliche funktionserhaltende Resektion oder eine Biopsie erfolgen (Leitli-

nie der Deutschen Gesellschaft für Neurologie Stand 9/2011). Unter den Patien-

ten, die eine Kombinationsbehandlung erhalten (Bestrahlung und Chemothe-

rapie) konnte gezeigt werden, dass die Hypermethylierung der Promotorregion 

der MGMT mit einem verlängertem progressionsfreien Intervall bzw. Gesamt-

überleben einhergeht (Hegi et al. 2005). Das MGMT-Gen ist auf dem Chromo-

som 10q26 lokalisiert, der Promotor enthält eine CpG-Insel, diese ist im 5’-Be-

reich des Gens (bp-552 bis +288) lokalisiert und umfasst 97 CpG-Elemente 

(Weller et al. 2010).  

Als führende Substanz für die Chemotherapie hat sich Temozolomid (TMZ) 

etabliert. TMZ ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Alkylantien. Die Methyl-

ierung des O6-Atoms des Guanins ist zwar nicht der Haupteffekt dieser Sub-

stanz, scheint aber mit dem größten zytotoxischen Effekt verbunden zu sein. In 

Abwesenheit von MGMT kumuliert O6-Alkylguanin in der DNA, es kommt zur 

inkorrekten Basenpaarung mit Thymin, die einen Reperaturmechanismus indu-

ziert, der wiederum die Apoptosekaskade anstößt. Die MGMT überträgt die 

durch Alkylantien zugefügten Methylgruppen von dieser O6-Position des Gua-

nins auf einen internen Cysteinrest und unterbindet dies. Nach dieser Übertra-

gung erlischt die Methyltransferasefunktion des Enzyms, weshalb es sich hier 

strenggenommen nicht um ein wirkliches Enzym handelt (Demple et al. 1982). 

Durch oben ausgeführte Umstände rückt die Beeinflussung des Methylierungs-

status des MGMT-Promotors in den Fokus pharmakologischen Interesses. 

Könnte man seine Methylierung forcieren, bestünde eventuell die Möglichkeit 

die Ansprechraten auf die Therapie mit TMZ positiv zu beeinflussen und hier-
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durch das progressionsfreie Intervall bzw. Gesamtüberleben der Betroffenen  

zu erhöhen. 

1.6 Ziel der aktuellen Untersuchungen 

In dieser Arbeit wurden zwei Glioblastomzelllinien, LN-229 und TU 113, auf ihr 

MP und auf den Methylierungsstatus des MGMT-Promotors untersucht. Um die 

Bedeutung des MP für die MGMT-Promotormethylierung und die gesamte 

DNA-Methylierung zu untersuchen, wurde versucht das MP mit verschiedenen 

pharmakologischen Substanzen zu beeinflussen. Im ersten Teil wurden die Zel-

len mit SAM oder Methionin inkubiert, um das MP zu erhöhen. Im zweiten Teil 

erfolgte die Inkubation mit Adenosin-2'3'-Dialdehyd (Ado-2'3'-Dial), einem 

Hemmstoff der S-Adenosylhomocystein Hydrolase (SAHH). Hierdurch wird der 

Abbau von SAH gezielt gehemmt und damit durch steigende SAH-Konzen-

trationen das MP gesenkt. Um zu untersuchen, ob das MP mit Änderungen des 

Energiestoffwechsels in Zusammenhang steht, wurden auch die Konzentratio-

nen der Adeninnukleotide bestimmt und die Energieladung berechnet. 
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2 Material und Methoden 

Tabelle 2.1: Materialliste 

Substanz/Handelsname Hersteller 

Acetonitril Merck (Darmstadt, Germany) 

Adenosin Sigma (Taufkirchen, Germany) 

Adenosin-2'3'-dialdehyd Sigma (Taufkirchen, Germany) 

ADP Boehringer (Mannheim, Germany) 

AMP Boehringer (Mannheim, Germany) 

ATP Boehringer (Mannheim, Germany) 

DMEM  Cambrex (Vervier, Belgium) 

DMSO Merck (Darmstadt, Germany) 

DNeasy Tissue Kit Qiagen (Hilden, Germany) 

dNTPs PAN (Aidenbach, Germany) 

EpiTect Bisulfite Kit Qiagen (Hilden, Germany) 

FCS Biochrom (Berlin, Germany) 

Festphasenextraktionssäulen Bond Elut ICT (Frankfurt, Germany) 

Heptansulfonsäure-Natriumsalz Fluka (Buchs SG, Switzerland) 

HpaII Fermentas (St.Leon-Rot, Germany) 

KH2PO4 Merck (Darmstadt, Germany) 

K2HPO4  Merck (Darmstadt, Germany) 

Kulturschalen rund, 145x20 MM Greiner Bio-One (Frickenhausen, 

Germany) 

L-Methionin  Sigma (Taufkirchen, Germany) 

Methanol, HPLC grade Merck (Darmstadt, Germany) 

Methyladenosin Sigma (Taufkirchen, Germany) 

NH4H2PO4 Sigma (Taufkirchen, Germany) 

PANScript Polymerase PAN (Aidenbach, Germany) 

PBS pH 7,2 Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 

PCS 0,6M Merck (Darmstadt, Germany) 

Penicillin 100 U/ml Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
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SAH Sigma (Taufkirchen, Germany) 

SAM (S-Adenosyl-L-Methionin, 70 % Ak-

tivität) 

Sigma (Taufkirchen, Germany) 

SssI Methyltransferase New England Biolabs (Beverly(MA), 

USA) 

Streptomycin 100µg/ml Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 

Taq-DNA-Polymerase PAN (Aidenbach, Germany) 

Tetrabutylammonium-hydrogensulfat  Sigma (Taufkirchen, Germany) 

Trypsin EDTA Invitrogen (Karlsruhe, Germany) 
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2.1 Zelllinien 

Für die durchgeführten Experimente wurden humane Glioblastomzellen vom 

Typ TU 113 und LN-229 verwendet, die uns freundlicher Weise von Frau PD 

Dr. Ulrike Naumann (Hertie Institut Tübingen) zur Verfügung gestellt wurden. Es 

handelt sich hierbei um adhärente, als Monolayer wachsende Zellen.  

2.2 Zellkultur 

2.2.1 Kultivierung der Zelllinien 

Die Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und 21 % O2 in einer wasserdampfgesät-

tigten Atmosphäre kultiviert. Als Standardmedium wurde Dublecco´s modified 

eagle medium (DMEM) mit 10 % hitzeinaktiviertem fetalem Kälberserum (1 h, 

58 °C, FCS) und Penicillin (100 U/ml, Pen)/Streptomycin (100 µg/ml Strep) ein-

gesetzt. Das Medium wurde für beide Zelllinien verwendet und alle 2-3 Tage 

erneuert.  

Als Kulturgefäße dienten Flaschen (250 ml, 75 cm2) oder Schalen mit 15 cm 

Durchmesser. Die zur Kultivierung der Zellen verwendeten Medien und Sub-

stanzen wurden alle von Invitrogen bezogen. 

2.2.2 Subkultivierung der Zelllinien 

Beide Zelllinien wurden kurz vor Erreichen der vollständigen Konfluenz subkul-

tiviert, d. h. unter Verdünnung in ein neues Kulturgefäß überführt („passagiert“). 

Dies war bei den Zellen TU 113 alle 6-7 Tage, bei den LN-229 alle 4-5 Tage der 

Fall. Wegen der starken Adhärenz der Zellen wurden sie mit 2 ml, auf 37 °C 

vorgewärmter, Trypsin/EDTA-Lösung (1 %, Lösungsmittel PBS, pH 7,2) vom 

Boden der Kulturgefäße abgelöst. Um eine Inaktivierung des Trypsins durch 

FCS zu vermeiden wurde zunächst das alte Medium entfernt und der Zellrasen 

anschießend mit 5 ml PBS (pH 7,2) gespült. Nach Zugabe des Trypsins erfolgte 

eine zweiminütige Inkubation. Anschließend noch anhaftende Zellen wurden 

durch leichtes Klopfen auf die Seitenwand des Gefäßes abgelöst. Durch das 

Dazugeben serumhaltigen Mediums wurde die Trypsinreaktion gestoppt, gleich-

zeitig wird hierdurch das toxisch wirkende EDTA der Trypsinlösung gebunden. 
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Die Zellen wurden mit einer Pipette resuspendiert und bedarfsweise mit einer 

Kanüle vereinzelt. Nach Bestimmung der Zellzahl mit einer Neubauerzählkam-

mer wurden sie anfangs mit einer Dichte von ca. 0,5 x 104 Zellen/cm2 neu aus-

gesät. Später wurde die Zelllinie LN-229 im Verhältnis von 1:4 und die Linie TU 

113 mit einem Verhältnis von 1:2 auf neue Kulturgefäße verteilt. Der nächste 

Mediumwechsel erfolgte 1-2 Tage nach dem Passagieren. 

2.2.3 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zellen 

Zur Kryokonservierung wurden konfluent wachsende Zellen abgelöst, in 10 ml 

Einfriermedium (Standardmedium mit 20 % FCS-Anteil) aufgenommen und 10 

Minuten bei 200 x g zentrifugiert. Währenddessen wurden Kryoröhrchen mit 

0,5 ml Einfriermedium B (DMEM + 10 % FCS + 20 % DMSO) bereitgestellt. Um 

die bei Raumtemperatur schädigende Wirkung des DMSO auf die Zellen einzu-

grenzen wurden die Röhrchen auf Eis gelagert. Nach dem Zentrifugieren wurde 

der Überstand in den Zentrifugenröhrchen bis auf ca. 0,5 ml abgesaugt, der 

Rest resuspendiert und in die vorbereiteten Kryoröhrchen überführt. Diese wur-

den zunächst bei –80 °C eingefroren, und nach ca. 24 h in einen Flüssigstick-

stoffbehälter (–196 °C) überführt. 

Zur Revitalisierung wurden 10 ml Auftaumedium (dieses entspricht dem Ein-

friermedium) in 15 ml Falcons vorgelegt. Die Eppendorfhütchen mit den gefro-

renen Zellen werden bei ca. 37 °C angewärmt, nach Verschwinden der letzten 

gefrorenen Anteile wird der Inhalt in die Falcons abpipettiert und anschließend 

bei 200 x g für 10 min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wird der Überstand 

abgesaugt und das Pellet in 10 ml Auftaumedium resuspendiert. Das Medium 

mit den Zellen wurde in einer 75 cm2 Flasche für 2 Tage inkubiert. 

2.3 Inkubation der Zellen mit pharmakologischen Substanzen 

Für die Versuche zur Beeinflussung des Methylierungspotenzials wurden die 

Zellen in Schalen kultiviert (14,5 cm Durchmesser, 2 cm Randhöhe; Greiner). 

Nach 4-7 Tagen waren sie nahezu konfluent gewachsen, so dass sie sich zur 

Passage eigneten. Nun wurde das alte Medium abgesaugt und neues, mit ei-
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nem gewünschten pharmakologischen Wirkstoff versetztes, hinzugefügt. An-

schließend erfolgte die Inkubation für 24 h. 

2.3.1 Inkubation der Zellreihe LN-229 mit S-Adenosylmethionin 

Um das MP zu steigern, wurden Zellen der Reihe LN-229 direkt mit SAM-hal-

tigen Medium inkubiert. Hierfür wurde initial SAM der Firma Sigma (Taufkir-

chen) entsprechend der gewünschten Endkonzentration von 1 mM eingewogen. 

Wegen der vom Hersteller angegebenen Aktivität von 70 % wurde die Menge 

um 30 % gesteigert. Die 1 mM Lösung wurde zur Herstellung der anderen Lö-

sungen verdünnt wie in Tabelle 2.2 angegebenen.  

Tabelle 2.2: Herstellung der SAM-haltigen Nährlösungen. Zunächst wurden 

50 ml SAM 1 mM erstellt, anschließend erfolgte die Verdün-

nung zu Endkonzentrationen von 30 µM und 300 µM. Endvolu-

men jeweils 50 ml (SAM: 434,9 g/mol, Aktivität unseres 

Präparates 70 %) 

SAM-Endkonzentration SAM Volumen DMEM 

1 M Einwaage 0,028 g 50 ml 

30 µM 1,5 ml SAM 1 mM 48,5 ml 

300 µM 15 ml SAM 1 mM 35 ml 

2.3.2 Analyse des Abbaus von S-Adenosylmethionin im Nährmedium 

Um Rückschlüsse darüber ziehen zu können, welchem spontanen Zerfall SAM 

unterliegt und ob und wenn ja in welchem Ausmaß SAM in die Zelle aufge-

nommen wird, wurden 200 µl Proben jeder Konzentrationsstufe SAM-haltigen 

Mediums vor und nach Inkubation gewonnen. – Um die Auswirkung der Zellen 

auf die gemessenen SAM-Konzentrationen zu beobachten wurden neben den 

Proben nach Inkubation mit Zellen auch Proben von Medium untersucht, wel-

ches ohne Zellen inkubiert worden war. Die Inkubationszeit betrug jeweils 24 h. 

Die Proben wurden zunächst eingefroren und später gemessen. 
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2.3.3 Inkubation der Zellreihe TU 113 mit Methionin und Glukose  

SAM wird von der Methionin-Adenosyl-Transferase aus ATP und Methionin 

synthetisiert. Im Zellstoffwechsel sind die Phosphatverbindungen des ATP eine 

Speicherform von Energie. Um ausreichend Energie für die Synthese von SAM 

zur Verfügung zu stellen wurden deshalb auch Konstellationen gewählt, in de-

nen Glukose dem Medium zugesetzt wurde. Um die alleinige Wirkung der Glu-

kose abzuschätzen zu können, wurden schlussendlich drei verschiedene Kon-

stellationen für die Inkubation der Zellen TU 113 gewählt. Die Inkubation aus-

schließlich mit Methionin (Met 10 mM), ausschließlich mit Glukose 3 % (Glc 3 

%) und mit einer Mischung aus beiden (Met. 10 mM + Glc 3 %) (s. Tab. 2.3). L-

Methionin wurde von der Firma Sigma (Taufkirchen) bezogen. 

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der Methionin- und Glukoselösungen.    

(Methionin: 149 g/mol) 

Hergestellte Lösung Einwaage Volumen DMEM 

Methionin 10 mM 0,104 g 70 ml 

Glukose 3 % 2,1 g 70 ml 

2.3.3 Hemmung des Methylierungspotenzials durch Adenosin-2'3'-

Dialdehyd 

Um das Methylierungspotenzial zu verringern erfolgte die Inkubation mit dem 

SAH-Hydrolase Hemmstoff Adenosin-2'3'-Dialdehyd (Ado-2'3'-Dial) in einer 

Konzentration von 30 µmol/l (Tab. 2.4). In dieser Konzentration scheint es se-

lektiv wirksam auf die SAH-Hydrolase und weniger toxisch als andere Hemm-

stoffe. 
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung der mit Adenosin-2'3'-Dialdehyd versetzten 

Nährlösung. Zunächst wurde 1 mM Primärlösung hergestellt 

und anschließend mit reinem DMEM auf eine Konzentration 

von 30 µM verdünnt. (Ado-2'3'-Dial: 2,652 g/mol) 

Hergestellte Lösung Einwaage Volumen DMEM 

Ado-2'3'-Dial 1 mM 5 µmol 

 0,013 mg 

5 ml 

Ado-2'3'-Dial 30 µM 2,4 ml Ado-2'3'-Dial 

1 mM 

77,6 ml 

2.4 HPLC 

2.4.1 Theoretische Grundlagen zur HPLC 

Unter dem Begriff Chromatographie werden physikalisch-chemische Trennme-

thoden zusammengefasst, die eine Stofftrennung durch Verteilung zwischen ei-

ner stationären und einer mobilen Phase bewirken (Schwedt 1994). Heute un-

terscheidet man grundsätzlich zwischen Gas- und Flüssigkeitschromatographie 

(Liquid Chromatography, LC), wobei der Phasenzustand der mobilen Phase der 

Einteilung zugrunde liegt. Eine besonders leistungsfähige Form der Flüssig-

keitschromatographie ist die Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie (auch 

High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Bei dieser Methode können 

unter Verwendung kleiner Packungsteilchen von 1-25 µm in der Trennsäule und 

hohen Drücken hochauflösende Trennungen innerhalb kurzer Analysezeiten er-

reicht werden. Je nach Art der Wechselwirkung zwischen stationärer Phase, 

mobiler Phase und Probe werden verschiedene Trennkonstellationen unter-

schieden: „normal-phase“-Chromatographie, „reversed phase“ Chromatogra-

phie, Ionenaustausch-Chromatographie und Gelpermeationschromatographie. 

Zur Trennung unpolarer oder schwach polarer Substanzen wird die „reversed 

phase“-Chromatographie verwendet. Im Gegensatz zur „normal phase“-Chro-

matographie ist hier die stationäre Phase apolar und die mobile Phase polar. 

Als stationäre Phase werden dabei chemisch modifizierte Kieselgele eingesetzt, 

bei denen an die Silanolgruppen des Kieselgels apolare, organische Gruppen 
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gebunden sind. Die Trennung der verschiedenen Probenkomponenten beruht 

auf Wechselwirkungen zwischen der apolaren stationären Phase und den 

gleichsam apolaren Proben. Als mobile Phase werden Gemische aus H2O und 

einem zweiten Lösungsmittel (z. B. Methanol, Acetonitril) verwendet. 

2.4.2 Beschreibung des Messsystems 

Folgend wird das verwendete HPLC-Messsystem beschrieben (s. Abb. 2.1). 

Da die Elution der Säule mit Hilfe eines Gradienten erfolgte, bei dem die Zu-

sammensetzung der mobilen Phase, also des Laufmittels (1) kontinuierlich ver-

ändert wird, ist der Hochdruckpumpe ((3), S1000, Sykam, Gilching) ein  

Abbildung 2.1:  Schematische Darstellung der Komponenten der HPLC-

Apparatur (nach M. Hermes). 
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Gradientenmischer (2) vorgeschaltet. Die mobile Phase setzt sich sowohl bei 

der Messung der Adeninnukleoside als auch der Adeninnukleotide aus zwei 

verschiedenen Eluenten zusammen (s. Tab. 2.5) und wird mit einer Flussrate 

von 1 ml/h über die Säule geleitet. Für die hier durchgeführten Untersuchungen 

wurde stets ein linearer Gradient verwendet. Die Auftragung der Proben auf die 

Säule erfolgt durch einen Autosampler/Injektor (4) (Marathon, Spark Holland, 

Emmen, Niederlande), wobei das eingesetzte Probenvolumen 30 µl betrug. Als 

stationäre Phase diente in beiden Fällen eine Gromsil 120 ODS-3 CP-Säule 

5 µm, 125 x 4 mm (5) (Grom, Herrenberg), deren Temperatur durch ein  

Tabelle 2.5: Zusammensetzung der Laufmittel für die Elution der Adeninnukleo-

side und Adeninnukleotide. Zur Herstellung der Laufmittel wurden 

ausschließlich Lösungsmittel der Firma Merck der Reinheitsstufe 

„gradient grade“ verwendet, die sich somit für die Laufmittelherstel-

lung eignen. Da das Eluent luftblasenfrei sein muss, wurde es im 

Ultraschallbad für 5 min. entgast 

Lösung Komponenten Menge Konzentration 

Laufmittel A 

für  

Adeninnukleoside 

NH4H2PO4 

Heptansulfonat 

Methanol 

1,15 g/l 

0,132 g/l 

30 ml/l 

10 mM 

0,6 mM 

3 % 

Laufmittel B 

für  

Adeninnukleoside 

NH4H2PO4 

Heptansulfonat 

Methanol 

Acetonitril 

0,575 g/500 ml 

0,066 g/500 ml 

15 ml/500 ml 

50 ml/500 ml 

10 mM 

0,6 mM 

3 % 

10 % 

Laufmittel A (LMA) 

für  

Adeninnukleotide 

KH2PO4 (66 mM) 

K2HPO4 (66 mM) 

Acetonitril 

Tetrabutylammonium-

hydrogensulfat  

800 ml/l 

220 ml/l 

3 ml/l 

1,698 g/l 

52 mM 

14 mM 

0,3 % 

5 mM 

Laufmittel B (LMB) 

für  

Adeninnukleotide 

LMA für  

Adeninnukleotide 

Acetonitril 

300 ml 

 

200 ml 

 

 

40 % 



19 

 

Thermostat (6) bei 30 °C konstant gehalten wurde. Nach Auftrennung der Pro-

ben wurden die verschiedenen Komponenten mit Hilfe eines UV-Detektors (7) 

(Modell 204, Linear Instruments, Fremont, USA) bei 254 nm detektiert. Die 

Steuerung des Autosamplers, Gradientenmischers und der Pumpe sowie die 

Auswertung der Daten erfolgte PC-gestützt mit Hilfe der Software Peak Simple 

3.12 (8) (SRI. Inc.). 

2.4.3 Die Weitere Aufbereitung der Zellen für die Messung mit der HPLC 

Die in der HPLC gemessenen Konzentrationen werden hier in Nanomol pro 

1x107 Zellen dargestellt. Anhand einer von sechs Proben pro Versuch wurde 

eine repräsentative Zellzahl bestimmt, die Zellen mussten hierfür intakt bleiben 

und wurden deshalb mit Trypsin vom Gefäßboden abgelöst (trypsiniert). Alter-

nativ wurden die Zellen direkt mit Perchlorsäure(PCS) lysiert und mit dem Zell-

schaber abgeerntet. In ersten Probemessungen fiel auf, dass je nach Aufar-

beitungsart ((zuerst) Trypsinieren oder (direkt) PCS-lysieren) unterschiedliche 

Konzentrationen der Zielsubstanzen nachzuweisen waren, so wurden zum Ver-

gleich alle Versuche zum Einen mit initial trypsinierten, zum Anderen mit direkt 

PCS-lysierten Zellen durchgeführt. Bei allen Proben wurde das Medium abge-

saugt und anschließend der Zellrasen mit 10 ml PBS (pH 7,2) gespült, um Me-

diumreste zu entfernen. 

2.4.4 Trypsinieren der Zellen 

Die Zellen wurden durch zweiminütige Inkubation mit auf 37 °C vorgewärmten 

Trypsin/EDTA vom Boden des Kulturgefäßes gelöst und die Trypsinreaktion 

anschließend mit 10 ml Standardnährmedium gestoppt. Das Medium/Zellen-

Gemisch wurde abpipettiert, um kleinste Reste verbliebener Zellen zu gewinnen 

wurde die Kulturschale noch mit 5 ml Medium gespült. Nach Durchmengung 

wurden ein Volumen von 200 µl für die Zellzählung abpipettiert und der Rest bei 

200 g für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das Pellet 

mit 1 ml PBS aufgelöst, dann nochmals für 2 min bei 14000 U/min zentrifugiert. 

Nach Absaugen des Überstandes folgte das Lysieren der Zellen mit 1,2 ml 4 °C 

kalter 0,6 molarer Perchlorsäure, anschließend wurde die Probe zwischen den 
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einzelnen Arbeitsschritten auf Eis gelagert, um einer Verfälschung der Messer-

gebnisse durch spontanen Zerfall der Messprodukte entgegenzuwirken. 

2.4.5 Direktes Lysieren der Zellen mit Perchlorsäure 0,6M 

Beim direkten PCS-Lysieren wurde nach dem Spülen mit PBS der Zellrasen di-

rekt mit PCS-versetzt und mit dem Schaber vom Gefäßboden gelöst. Das ent-

standene Gemisch wurde anschließend in ein EPI abpipettiert und mit PCS auf 

2 ml aufgefüllt. Anschließend wurde die Probe zwischen den einzelnen Arbeits-

schritten ebenfalls auf Eis gelagert. Ab diesem Zeitpunkt wurden beide Proben-

arten, trypsinierte, wie PCS-lysierte, identisch weiterverarbeitet.  

Zunächst wurden sie ultraschallgebrochen und die unlöslichen Zellbestandteile 

durch Zentrifugation bei 14.000 U/min für 10 min separiert. Ein Aliquot (1 ml) 

des sauren Überstandes wurde nach Zugabe von Methyladenosin (Sigma) als 

interner Standard (s. Abschnitt 2.4.9) mit Kaliumlösung (K2CO3, Konzentration 2 

mol/l und KH2PO4, Konzentration 1 mol/l im Verhältnis 1:1 gemischt) auf pH 5-6 

titriert. Der Rest des perchlorsauren Überstandes wurde für die Bestimmung der 

Adeninnukleotide bei -80 °C eingefroren. Das ausfallende Perchlorat wurde 

durch erneutes Zentrifugieren (5 min, 20 000 x g, 4 °C) abgetrennt und der 

Überstand durch Festphasenextraktion aufkonzentriert und gereinigt. 

2.4.6 Festphasenextraktion 

Die zur Festphasenextraktion verwendeten Phenylboronatsäulen (BondElut, 

ICT, Bad Homburg, Deutschland) binden bei pH-Werten >5 Verbindungen, die 

zwei cis-ständige OH-Gruppen besitzen. Die Säulen wurden vor Verwendung 

mit 0,1 M HCl gespült und mit 0,1 M Ameisensäure solvatisiert, um eine kova-

lente Bindung der Nukleoside zu ermöglichen. Anschließend wurde die Säule 

mit Tris (0,02 M, pH 7,5)/Methanol (Verhältnis 7:3) äquilibriert und die Probe auf 

die Säule gegeben. Mit 1 ml Natriumcitratpuffer (10 mM, pH 8,8) wurde die Säu-

le gespült. Die an die Säule gebundenen Metabolite werden mit 500 µl 0,1 M 

HCl eluiert und in die HPLC injiziert. 
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2.4.7 Aufarbeitung der Proben für die Bestimmung der Adeninnukleotide 

Ein Aliquot von 200 µl des perchlorsauren Überstandes (aus 2.4.4 u. 2.4.5) 

wurde mit Kaliumlösung auf pH 8 titriert und nach Inkubation bei Raumtempera-

tur (10 min) abzentrifugiert (5 min, 20 000 x g). Der Überstand wurde anschlie-

ßend in die HPLC injiziert. Ein Aufkonzentrieren mit Festphasenextraktion war 

nicht notwendig. 

2.4.8 Bestimmung der S-Adenosylmethionin Konzentration der Nährme-

dien vor und nach Inkubation  

Die in 2.3.2 entstandenen Proben waren zunächst bei -80 °C eingefroren wor-

den und wurden zu einem späteren Zeitpunkt mittels HPLC analysiert. Hierfür 

wurden sie bei 4 °C aufgetaut, mit einem „Rüttler“ (Vortex) mechanisch durch-

mischt und anschließend 10 µl der Lösung in bereitgestellte Eppendorfhütchen 

mit 490 µl Tris/HCL (pH 7,4) abpipettiert. Nach erneutem Vortexen erfolgte die 

Bestückung von HPLC-Vials mit 200 µl der entstandenen Lösung.  

2.4.9 Eichung des Messsystems und interne Standardisierung 

Da die Konzentration der Metabolite vom UV-Detektor nur relativ als Peakfläche 

registriert wird, muss für jeden Metabolit eine Eichung durchgeführt werden. 

Anhand der bei der Eichung erhaltenen Beziehungen zwischen der vorliegen-

den Metabolitkonzentration eines Standards und der Peakfläche kann der stoff-

spezifische Eichfaktor der gemessenen Substanz bestimmt werden. Zur Er-

mittlung des Eichfaktors wurde ein Standard mit definierten Mengen der zu 

messenden Substanzen verwendet. Für die Messung von SAM, SAH und Ado 

wurde dieser Standard als 1mM Stammlösung hergestellt und später für die Er-

stellung der endgültigen Standards verdünnt (s. Tab. 2.6). Die Stammlösung 

wurde bei -20° eingelagert. Neben SAM, SAH und Ado enthielt er außerdem 

Methyladenosin als Eichsubstanz des internen Standards (s.u.). Zur Herstellung 

wurden die entsprechenden Substanzen der Firma Sigma bzw. Boehringer 

Mannheim verwendet. Als Lösungsmittel für die Stammlösung diente Tris/HCL 

(20 mM, pH 7,4). Vor der Messung wurden durch Verdünnung mit Perchlorsäu- 
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Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Basislösung des HPLC Standards für 

die Messung von SAM, SAH und Ado (Lösungsmittel Tris/HCL 

pH 7,0). Die angegebenen Mengen beziehen sich auf 10 ml 

Basislösung. Die jeweilige Lösung wurde für die Versuche auf 

eine Konzentration von 1 µM verdünnt. Das verwendete SAM 

wurde bei -20 °C gelagert. 

Substanz Einwaage Endkonzentration 

SAM, 70 % Aktivität 57 mg 1 mM 

SAH 38 mg 1 mM 

Adenosin 27 mg 1 mM 

Methyladenosin 28 mg 1 mM 

re (0,6M) 2 ml Messstandard in Endkonzentration 1 µmol/l hergestellt und diese 

anschließend analog zu normalen Proben auf einen pH von 5-6 titriert, zentrifu-

giert und der Festphasenextraktion unterworfen (s. Abschnitt 2.4.5 und 2.4.6). 

Die Peakfläche wurde gegen die Konzentration der Substanz aufgetragen und 

mit Hilfe der linearen Regression eine Eichgerade bestimmt. Anhand dieser 

Eichgeraden lässt sich nun die Metabolit-Konzentration einer unbekannten Pro-

be bestimmen. Für die Messung der Adeninnukleotide wurden 2 ml eines 20 µM 

Standards von AMP, ADP und ATP erstellt (s. Tab. 2.7). Als Lösungsmittel 

diente KH2PO4 (6,6 mM, pH 4,8). 2 ml dieser Mischung wurden mit Kaliumlö-

sung auf einen pH von ca. 8 titriert und anschließend bei 14 000 U/min für 5 min 

zentrifugiert und in HPLC Vials pipettiert. Zur Herstellung wurden die entspre-

chenden Substanzen der Firma Sigma bzw. Boehringer Mannheim verwendet, 

eine Festphasenextraktion war hier nicht notwendig. Neben den externen Stan-

dards wurde auch ein interner Standard verwendet. Bei der Festphasenextrak-

tion ist ein quantitativer Verlust der Metabolite nicht auszuschließen. Aus 

diesem Grund wurden alle Proben, die der Festphasenextraktion unterworfen 

wurden vor der Titration mit dem nicht physiologischen Adenosinanalogon Me-

thyladenosin (Endkonzentration 100 µM) versetzt. Anhand des Schwundes des 

Methyladenosins kann der prozentuale Verlust durch Festphasenextraktion 
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Tabelle 2.7: Zusammensetzung des HPLC Standard für die Messung der    

Adeninnukleotide (Lösungsmittel KH2PO4 (6,6 mM, pH 4,8). Die 

angegebenen Mengen beziehen sich auf 10 ml Lösung. Die je-

weilige Lösung wurde für die Versuche auf eine Konzentration 

von 20 µM verdünnt. 

Substanz Einwaage Endkonzentration 

AMP 5 mg 1 mM 

ADP 5 mg 1 mM 

ATP 6,1 mg 1 mM 

bestimmt werden. Mit dem gefundenen Wert wurden die gemessenen Metabo-

litkonzentrationen korrigiert. 

2.4.10 Massenspektroskopische Bestimmung von Methylthioadenosin 

Während der Messungen zeigte sich wiederholt ein auffallend großer Peak bei 

einer Retentionszeit von ca. 22 Minuten. Dies war besonders unter Inkubation 

der Zelllinie LN-229 unter SAM in steigender Konzentration beobachtbar. Hie-

rauf wurden zur Analyse des Stoffes, während des Auftretens des Peaks, unter 

der laufenden chromatographischen Testung, Proben entnommen und später 

massenspektroskopisch untersucht: Die Messungen wurden freundlicherweise 

von Mark Stahl vom Zentrum für Molekularbiologie der Pflanzen in Tübingen 

durchgeführt. 

2.4.11 Messung der Adeninnukleotide mittels HPLC 

Die Proben zur Messung der Adeninnukleotide, waren bei -80 °C eingefroren 

und wurden nun bei +4 °C aufgetaut. 200 µl je Probe wurden ebenfalls mit Kali-

umlösung auf einen pH von ca. 8,0 titriert, zentrifugiert und in HPLC Vials ge-

geben. Eine Festphasenextraktion war nicht notwendig. 

2.4.12 Berechnung des EC nach Atkinson und Walton 

Aus den mittels HPLC ermittelten Konzentrationen von AMP, ADP und ATP 

wurde die Energieladung (Energy Charge, EC) der Zellen berechnet, welche 
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unter Normalbedingungen in einem Bereich von 0,75-0,95 liegen sollte 

(Atkinson and Walton 1967)  

Die EC errechnet sich wie folgt: 

 

][][][

][5,0][

ATPADPAMP

ADPATP
EC




  

 

Die EC stellt die Hälfte der durchschnittlich abspaltbaren Phosphatgruppen pro 

Adeninrest dar (Atkinson 1968). Atkinson und Walton leiteten die EC als meta-

bolischen Regulationsparameter ab, nachdem klar wurde, dass sich der Ener-

giehaushalt der Zelle, nicht allein anhand der Konzentrationen von AMP, ADP 

oder ATP darstellen lässt. Vielmehr besteht ein komplexes regulatorisches Ver-

hältnis der einzelnen in den Energiehaushalt der Zelle eingreifenden Metabolite. 

Durch Beobachtungen verschiedener Enzymaktivitäten im Verhältnis zur EC 

konnte gezeigt werden, dass sich die Regulierung des Energiehaushaltes letzt-

lich an der Zahl der zur Verfügung stehenden abspaltbaren Phosphatgruppen 

orientiert und anderen eng regulierten metabolischen Prozessen entspricht. 

Analog bedeutet ein Abfall des EC eine Entgleisung des Energiestoffwechsels. 

2.5. Agarosegelelektrophorese 

2.5.1 DNA-Isolation 

Zur Präparation der genomischen DNA wurden ca. 5x106 Zellen der Gruppe 

LN-229 bzw. TU 113 mit Hilfe von Trypsin vom Boden einer Kulturschale gelöst, 

abzentrifugiert (200 x g, 10 min, 20 °C) und mit PBS gewaschen. Die anschlie-

ßende DNA-Isolation erfolgte mit dem DNeasy Tissue Kit von Quiagen nach 

dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll. Die DNA-Konzentration der Proben 

wurde photometrisch gemessen und die Unterschiedlichen Fraktionen der iso-

lierten DNA durch Gelchromatographie aufgetrennt. 
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2.5.2 DNA Konzentrationsbestimmung 

Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung wurde die Extinktion der 

Probe bei 260 nm gemessen. DNA wurde 1:10 in Na2HPO4-Puffer (2 mM, pH 

8,4) verdünnt. Bei 260 nm entspricht ein Extinktionswert von 1,0 einer Konzent-

ration von 50 µg DNA/ml (Brown 1996). 

2.5.3 Gelelektrophoretische Auftrennung 

1 µg DNA wurden unter Verwendung von 6 x DNA-Gelladepuffer (Tab 2.8) in 

einem 1,5 %-Agarose-1 x TAE-Gel (+ 0,5 µg/ml Ethidiumbromid) in 1 x TAE-

Puffer (Tab. 2.9) elektrophoretisch bei 100 V aufgetrennt.  

Tabelle 2.8: Zusammensetzung Gelladepuffers für die in 2.5.3 beschriebene 

elektrophoretische Auftrennung der DNA. 

Komponente Menge 

1 x TAE 500 µl 

Glycerin 500 µl 

Bromphenolblau 2 Körnchen 

 

Tabelle 2.9: Zusammensetzung von TAE-Puffer für die elektrophoretische 

Auftrennung der DNA. 

Komponenten Menge/Liter Konzentration 

Tris 

Acetat 

0,5 M EDTA-Lsg. (pH 8,0) 

242,0 g 

57,1 ml 

100,0 ml 

2 M 

1 M 

50 mM 
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2.6 Nachweis der globalen DNA-Methylierung mittels Cytosin-

Extension-Assay 

2.6.1 Prinzip des Cytosin-Extension-Assays 

Der Grad der DNA-Methylierung wurde mittels Cytosin-Extension-Assay, wie in 

der Literatur ausführlich beschrieben (Pogribny et al. 1999), bestimmt. Diese 

Methode basiert auf der Verwendung methylierungssensitiver Restriktionsen-

donukleasen, welche an nicht-methylierten Erkennungssequenzen einen 5´-

Guanosin-Überhang bilden (s. Abb. 2. 2). In einer anschießenden Einzelnukleo-

tid Verlängerungsreaktion wird durch eine DNA-Polymerase an diesen Über-

hängen ein radioaktiv markierter Cytosinrest in die DNA eingebaut. Der Grad 

des Einbaus von 3H-dCTP an diesen Sequenzen reflektiert den Anteil nicht-

methylierter Cytosinreste in der DNA. Da die Erkennungssequenzen des hier 

verwendeten Restriktionsenzyms HpaII zufällig im Genom verteilt sind, kann mit 

Hilfe dieses Enzyms die globale DNA- Methylierung bestimmt werden. Ist die 

Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms hingegen nicht zufällig im Ge-

nom verteilt, sondern vorwiegend in CpG-Inseln lokalisiert, kann mit dieser Me-

thode auch der Methylierungsgrad von CpG-Inseln bestimmt werden. Wird die 

Radioaktivität der Probe bestimmt, sie ist umgekehrt proportional dem Methylie-

rungsgrad der DNA.  

2.6.2 Isolation genomischer DNA 

Zur Präparation der genomischen DNA wurden ca. 5x106 Zellen der Gruppe 

LN-229 bzw. TU 113 mit Hilfe von Trypsin vom Boden einer Kulturschale gelöst, 

abzentrifugiert (200 x g, 10 min, 20 °C) und mit PBS gewaschen. Die anschlie-

ßende DNA-Isolation erfolgte mit dem DNeasy Tissue Kit von Quiagen nach 

dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll. 

2.6.3.Gelelektrophoretische Auftragung von DNA  

Zur Überprüfung der DNA-Qualität wurden 1µg DNA wie unter 2.5.4 beschrie-

ben elektrophoretisch aufgetrennt. 
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Abb. 2. 2:  Prinzip des Cytosin-Extension-Assays: Das Restriktionsenzym 

HpaII spaltet die DNA an einer zufällig im Genom verteilten Er-

kennungssequenz, die nicht methyliert sein darf. Anschließend 

erfolgt der Einbau radioaktiv markierten H3-dCTP an den Rest-

riktionsstellen durch Inkubation mit Taq-Polymerase. 

 

Isolation genomischer DNA 

Verdau der DNA mit 

methylierungssensitivem 

Restriktionsenzym HpaII 

Erkennungssequenz  

Von HpaII 

5´…CCGG…3´ 

3´…GGCC…5´ 

5´…C -CGG…3´ 

3´…GGC -C…5´ 

Inkubation mit H
3
-dCTP und Taq-

DNA-Polymerase 

5´…CC  CGG…3´ 

3´…GGC…CC…5´ 

Eingebaute Radioaktivität ist ein 

Maß für den Methylierungsgrad der 

DNA 
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2.6.4 Cytosin-Extension-Assay 

Für den Restriktionsverdau wurden 2 µg genomische DNA mit 20 U der Endo-

nuklease HpaII (Fermentas) und dem vom Hersteller empfohlenen Puffer in ei-

nem Gesamtvolumen von 30 µl für 15 h bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung 

des Restriktionsenzyms erfolgte durch Inkubation bei 65 °C für 20 min. Als Kon-

trolle diente ein zweites DNA-Aliquot, das ohne Restriktionsenzym inkubiert 

wurde. Anschließend wurde die Einzelnukleotid-Verlängerungsreaktion in einem 

25 µl Reaktionsmix, welcher 0,5 µg DNA, 1x PCR-Puffer, 1,0 mM MgCl2, 0,25 U 

PanScript Polymerase enthielt durchgeführt. Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 

56 °C inkubiert und anschließend auf Eis gestellt. Aus jedem Ansatz wurden 

Aliquots von 10 µl (0,2 µg DNA) auf einen DE-81 Ionenaustauschfilter (What-

man) pipettiert. Diese wurden in einer Filtrationsapparatur (Osswald 1999) 3-

mal mit 3 ml 0,5 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,0) gewaschen und getrocknet. 

Durch anschließende Szintillationszählung der Filter in 3 ml Ultima Gold wurde 

die am Filter gebundene Radioaktivität bestimmt. Der Einbau von radioaktiv 

markiertem 3H-dCTP in HpaII verdauter DNA wird durch Subtraktion des Sig-

nals unverdauter Proben von dem HpaII verdauter Proben errechnet und das 

Ergebnis als relativer 3H-dCTP-Einbau/µg DNA ausgedrückt. 

2.7. Bestimmung der MGMT-Promotormethylierung 

Das DNA-Reperaturenzym O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase schützt 

Zellen gegen den zytotoxischen Effekt alkylierender Substanzen, die Aktivität 

der MGMT erscheint bei Hypermethylierung der Promotorregion des MGMT 

häufig supprimiert. 

Letztlich soll die Beeinflussung des MP zu einer veränderten Aktivität der DNMT 

abhängigen DNA Methylierung führen und die Beeinflussung der Promotorme-

thylierung der MGMT ist ein potentielles pharmakologisches Ziel. Der Methylie-

rungsstatus des MGMT-Promotors wurde durch Bisulfit-Sequenzierung dar-

gestellt. 
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2.7.1 Bisulfit-Sequenzierung 

Die Bisulfit-Sequenzierung beruht darauf, dass in Bisulfit 

(=Natriumhydrogensulfit)-behandelter DNA nicht methyliertes Cytosin zu Uracil 

deaminiert wird, während methyliertes Cytosin unverändert bleibt. Es entstehen 

also unterschiedliche Basenabfolgen für methylierte und unmethylierte DNA. In 

einer anschließenden PCR-Reaktion werden die Primer so gewählt, dass ent-

weder Methylierte oder unmethylierte Sequenzen amplifiziert werden. Uracil 

wird hierbei als Thymin abgelesen, während Methylcytosin als Cytosin erkannt 

wird und so korrekt in der Basenabfolge erscheint. Für die Natriumhydrogensul-

fit-Behandlung wurde das EpiTect Bisulfite Kit von Quiagen nach Maßgabe des 

Herstellers verwendet. Als Positivkontrolle diente SssI-Methyltransferase be-

handelte Lymphozyten DNA. Die DNA eines normalen menschlichen Lympho-

zyten, die in aller Regel vollständig unmethyliert ist, diente als Negativkontrolle 

(Grasbon-Frodl et al. 2007; Mollemann et al. 2005; Esteller et al. 2000). Die 

Amplifizierten Sequenzen wurden anschließend gelchromatografisch aufge-

trennt. 

2.8. Statistik 

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Computerprogramm Instat. Dabei wur-

den die Abweichungen in den Dateisätzen mittels statistischer Tests (t-Test für 

unverbundene Stichproben, Student´s t-Test bzw. Welch´s alternate t-Test) auf 

ihre Signifikanz hin überprüft (*=> < 0,05; **=> p< 0,01; ***=>p < 0.001). Die 

Daten wurden als Mittelwerte ± SEM angegeben. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Aufarbeitung der Zellen für die Bestimmung des Methylierungspoten-

zial 

Grundsätzlich wurden aus der Notwendigkeit, bedarfsweise die Zellen zählen 

zu können, zwei unterschiedliche Aufarbeitungsmethoden verwendet. Die Be-

stimmung der Metabolite SAM, SAH und Adenosin aus den Zellen mittels HPLC 

erforderte hier immer deren Extraktion mit Perchlorsäure (PCS). Um zählbare 

intakte Zellen zu erhalten wurden die Zellen einer Aufarbeitungsart mit Trypsin 

abgelöst und erst später mit PCS lysiert, so dass dazwischen Proben für die 

Zählung gewonnen werden konnten. Im zweiten Ansatz wurden die Zellen di-

rekt mit PCS lysiert und mit dem Zellschaber abgeerntet. Das PCS-Lysieren 

stoppt enzymatischen Reaktionen und somit auch den Abbau von SAM, wo-

durch die zu messenden Stoffkonzentrationen möglichst nahe dem physiologi-

schen Bereich bleiben. Alle Untersuchungen wurden an den 

Glioblastomzelllinien LN-229 und TU 113 durchgeführt.  

Tabelle 3.1 Einfluss der Aufarbeitungsmethoden auf die Konzentrationen 

von SAM, SAH und Adenosin. Die Zellen LN-229 und TU 113 

wurden für 24 h im Standardmedium kultiviert. Die Aufarbeitung 

erfolgte entweder durch Trypsinieren der Zellen mit anschlie-

ßender Lyse oder durch direkte Lyse mit PCS. Die Bestimmung 

der Metabolite erfolgte mittels HPLC, wie in Kapitel 2.4 be-

schrieben. Dargestellt sind MW±SEM aus n unabhängigen Ex-

perimenten in nmol/10 7 Zellen. *= p <0,05; **=p<0,01; 

***=p<0,001 

Zelllinie tryp/pcs n SAM SAH Ado MP 

LN-229 tryp 6 1,2±0,4 0,07±0,03 0,04±0,02 17,3±2,3*** 

LN-229 pcs 6 1,1±0,3 0,03±0,02 0,03±0,01 40,9 ±12,8*** 

TU 113 tryp 6 2,6±0,4 0,19±0,04*** 0,26±0,05 14,1±3,0 

TU 113 pcs 6 2,3±0,2 0,10±0,03*** 0,19±0,05 25,0±5,8 
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Wie aus Tabelle 3.1 entnommen werden kann, weist nur die SAM-Konzen-

tration in den beiden Zelllinien ähnliche Werte auf, unabhängig der Aufarbei-

tungsmethode. SAH zeigt bei beiden Zelllinien deutlich höhere Werte, wenn vor 

der PCS-Lyse noch die Trypsinierung erfolgte. Dementsprechend kommt es bei 

den trypsinierten Zellen zu einer signifikanten Reduktion des MP. Auch die Ado-

Konzentration zeigt beim Trypsinieren tendenziell höhere Werte. 

3.2. Beeinflussung des Methylierungspotenzials 

Das MP ist ein Maß für die Transmethylierungsaktivität der Zellen, unter einem 

gesteigerten MP sollte eine Zelle also eine ungestörte Methylierungsaktivität 

zeigen, während ein erniedrigtes MP nachweislich mit einer Verringerung der 

globalen Methylierungsaktivität einhergeht (Hermes 2004a). Unter der Hypothe-

se, dass eine gesteigerte Methylierungsaktivität sich auch im Zellkern bis zur 

Methylierung der DNA fortsetzt, sollte das MP gesteigert werden, um letztlich 

auch eine Hypermethylierung des MGMT-Promotors zu bewirken. 

3.2.1 Inkubation der Zellen LN-229 mit S-Adenosylmethionin  

Ein Ansatz das MP zu steigern war die Zellen der Linie LN-229 mit SAM in stei-

genden Konzentrationen (30 µM-1 mM) zu kultivieren. Eine Erhöhung der SAM- 

Konzentration um den Faktor 1.7 kann bereits bei 300 µM SAM im Kulturmedi-

um beobachtet werden, wenn die Zellen trypsiniert und anschließend PCS-

lysiert werden (LN-229 Kontrolle, tryp: 1,2±0,4 nmol/107 Zellen; LN-229 SAM 

300 µM, tryp: 2,0±0,4 nmol/107 Zellen). Die Erhöhung von SAM in der Zelle ist 

bei dieser SAM-Konzentration im Medium umso deutlicher, Faktor 3.6, wenn die 

Zellen nur PCS- lysiert werden (LN-229 Kontrolle, pcs: 1,1±0,3 nmol/107 Zellen; 

LN-229 SAM 300 µM, pcs: 4,0±1,8 nmol/107 Zellen). Eine Steigerung der SAM-

Konzentration im Medium bis 1 mM führt auch zu einem weiteren Anstieg der 

SAM-Konzentration in den Zellen, unabhängig von der Aufarbeitungsmethode, 

wobei die direkt PCS-lysierten Zellen auch hier einen höheren Wert aufweisen 

(s. Tab. 3.2). Parallel zum SAM-Spiegel steigt auch der SAH-Spiegel in den 

PCS-lysierten Zellen auf das 3-fache (LN-229 Kontrolle, pcs: 0,03±0,02 

nmol/107 Zellen; LN-229 SAM 300 µM, pcs: 0,11±0,06 nmol/107 Zellen), 



32 

 

Tabelle 3.2 Veränderung der SAM-, SAH- und Ado-Konzentration durch 

SAM. Zellen der Linie LN-229 wurden für 24 h mit SAM in stei-

genden Konzentrationen kultiviert. Die Aufarbeitung erfolgte 

entweder durch Trypsinieren der Zellen mit anschließender Ly-

se oder durch direkte Lyse. (s. Kap. 2.4.4 u. 2.4.5). Die Be-

stimmung der Metabolite erfolgte mittels HPLC, wie in Kapitel 

2.4 beschrieben. Dargestellt sind MW±SEM aus n unabhängi-

gen Experimenten in nmol/10 7 Zellen. *= p <0,05; **=p<0,01; 

***=p<0,001  

Zelllinie Messung tryp/pcs n SAM SAH Ado MP 

LN-229 Kontrolle tryp 6 1,2±0,4 0,07±0,03 0,04±0,02 17,3±2,3 

LN-229 Kontrolle pcs 6 1,1±0,3 0,03±0,02 0,03±0,01 40,9±12,8 

LN-229 SAM 30  tryp 3 1,4±0,1 0,08±0,01 0,06±0,02 18,4±1,5 

LN-229 SAM 30  pcs 4 1,7±0,1* 0,03±0,01 0,03±0,01 59,1±11,4 

LN-229 SAM 300  tryp 3 2,0±0,4 0,13±0,04 0,08±0,03 15,0±0,9 

LN-229 SAM 300  pcs 4 4,0±1,8*** 0,11±0,06** 0,05±0,03* 38,0±4,7 

LN-229 SAM 1 mM tryp 4 2,7±1,0 0,2±0,1** 0,15±0,06 15,0±3,9 

LN-229 SAM 1 mM pcs 4 5,8±2,0*** 0,19±0,06** 0,10±0,04* 29,3±2,7* 

bzw. das 6-fache (LN-229 Kontrolle, pcs: 0,03±0,02 nmol/107 Zellen; LN-229 

SAM 1 mM, pcs: 0,19±0,06 nmol/107 Zellen) des Kontrollwertes an. Die Ado-

Konzentration wird hingegen erst ab der SAM-Konzentration von 1 mM gegen-

über der Kontrolle signifikant beeinflusst. Da die SAH-Konzentration mehr als 

die SAM-Konzentrationen ansteigt, fällt das MP abhängig von der zugesetzten 

SAM-Konzentration. 

3.2.2 Inkubation der Zelllinie TU 113 mit Methionin und/oder Glukose 

Eine weitere Veränderung der SAM-Konzentration wurde durch die Applikation 

von Methionin bzw. Methionin plus Glukose oder nur Glukose angestrebt. SAM 

wird von der Methionin-Adenosyl-Transferase aus ATP und Methionin syntheti-

siert. Somit könnte Methionin die Synthese von SAM stimulieren. Vor dem Hin-

tergrund, dass Glukose den ATP-Gehalt der Zelle steigert, wurden die Zellen 
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Tabelle 3.3  Intrazelluläre Konzentrationen von SAM, SAH und Ado, sowie 

das MP der Zelllinie TU 113 nach 24-stündiger Inkubation mit 

Methionin 10 mM, Methionin 10 mM und Glukose 3 % oder nur 

mit Glukose 3 %. Die Aufarbeitung erfolgte entweder durch 

Trypsinieren der Zellen mit anschließender Lyse oder durch di-

rektes PCS-Lysieren (s. Kap. 2.4.4 u. 2.4.5). Die Bestimmung 

der Metabolite erfolgte mittels HPLC, wie in Kapitel 2.4 be-

schrieben. Dargestellt sind MW±SEM aus n unabhängigen Ex-

perimenten in nmol/107 Zellen. *= p <0,05; **=p<0,01; 

***=p<0,001  

Zelllinie Messung tryp/ 

pcs 

n SAM SAH Ado MP 

TU 113 Kontrolle tryp 6 2,6±0,4 0,19±0,04 0,26±0,05 14,1±3,0 

TU 113 Kontrolle pcs 6 2,3±0,2 0,10±0,03 0,19±0,05 25,0±5,8 

TU 113 Met10 tryp 3 2,5±0,3 0,17±0,1 0,26±0,2** 17,9±9,6* 

TU 113 Met10 pcs 3 4,1±2,4*** 0,28±0,21*** 0,26±0,28** 20,4±12,1 

TU 113 Met10+Glc3  tryp 2 1,9±0,1 0,06±0,03 0,13±0,08 33,6±15,3* 

TU 113 Met10+Glc3 pcs 2 4,9±4,1*** 0,27±0,27*** 0,28±0,33** 20,5±5,0 

TU 113 Glc3 tryp 2 4,0±0,9 0,14±0,03* 0,25±0,07 29,4±11,4* 

TU 113 Glc3 pcs 2 6,2±3,6*** 0,19±0,13** 0,25±0,26** 33,1±4,2 

TU 113 mit drei verschiedenen Ansätzen kultiviert. Zum einen in einem Medium 

mit Methionin (10 mM) ohne weitere Zusätze (Met10), zum anderen mit Methio-

nin 10 mM und Glukose 3 % (Met10+Glc3) und drittens nur mit Glukose 3 % 

(Glc3). Wie aus Tab. 3.3 ersichtlich, steigert eine 24-stündige Inkubation der 

Zellen mit Methionin allein, Methionin plus Glukose oder nur Glukose bei allei-

nigem PCS-lysieren die intrazelluläre SAM-Konzentration auf das 2-fache bzw. 

3- fache gegenüber der Kontrolle (TU 113 Kontrolle, pcs: 2,3±0,2 nmol/107 Zel-

len; TU 113 Met 10, pcs: 4,1±2,4 nmol/107 Zellen; TU 113 Met10+Glc3, pcs: 

4,9±4,1 nmol/107 Zellen; TU 113 Glc3, pcs: 6,2±3,6 nmol/107 Zellen). Weil dies 

auch zu einer signifikanten Steigerung der SAH- und Ado-Konzentration führt, 

hat es keine signifikante Veränderung des MPs zur Folge.  
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Werden die Zellen zuerst trypsiniert, steigert die Inkubation mit Methionin die 

SAM-Konzentration nicht.  

3.2.3 Inkubation der Zelllinien TU 113 und LN-229 mit Adenosin-2',3'-

dialdehyd 

Aus bereits durchgeführten Untersuchungen (Mattar 2006) ist bekannt, dass die 

Hemmung der SAH-Hydrolase durch Ado-2',3'-Dial zu einer konzentrationsab-

hängigen Steigerung der intrazellulären SAH-Konzentration führt. Da der größte 

Effekt bei einer Ado-2',3'-Dial-Konzentration von 30 µM beobachtet wurde,  

Tabelle 3.4: Veränderung der SAM-, SAH- und Ado-Konzentrationen sowie 

des MPs durch Ado-2',3'-dial. Die Kultivierung der Zellen LN-

229 und TU 113 mit Ado-2',3'-Dial 30 µM erfolgte über einen 

Zeitraum von 24 h. Die Aufarbeitung erfolgte entweder durch 

Trypsinieren der Zellen mit anschließender Lyse oder durch di-

rektes PCS-Lysieren. (s. Kap. 2.4.4 u. 2.4.5). Die Bestimmung 

der Metabolite erfolgte mittels HPLC, wie in Kapitel 2.4 be-

schrieben. Dargestellt sind MW±SEM aus n unabhängigen Ex-

perimenten in nmol/107 Zellen. *= p <0,05; **=p<0,01; 

***=p<0,001  

Zellreihe Messung tryp/pcs N SAM SAH Ado MP 

LN-229 Kontrolle tryp 6 1,2±0,4 0,07±0,03 0,04±0,02 17,3±2,3 

LN-229 Kontrolle pcs 6 1,1±0,3 0,03±0,02 0,026±0,01 40,9 ±12,8 

LN-229 Ado-Dial tryp 3 2,2±0,08 3,9±0,03 0,13±0,05 0,53±0,03 

LN-229 Ado-Dial pcs 3 2,9±0,7* 5,8±1,4*** 0,03±0,06** 0,49±0,01*** 

TU 113 Kontrolle tryp 6 2,6±0,4 0,19±0,04 0,26±0,05 14,1±3,0 

TU 113 Kontrolle pcs 6 2,3±0,2 0,1±0,03 0,19±0,05 25,0±5,8 

TU 113 Ado-Dial tryp 3 2,3±0,1* 3,9±0,3 0,13±0,05 0,58±0,03*** 

TU 113 Ado-Dial pcs 3 2,6±0,1 5,6±0,3*** 0,06±0,01* 0,47±0,02*** 
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wurde diese Konzentration auch für diese Versuche eingesetzt. Bei dieser 

Hemmstoff-Konzentration ist der SAH-Gehalt der ausschließlich PCS-lysierten 

Zellen gegenüber Kontrollzellen 200-fach (LN-229 Kontrolle, pcs: 0,03±0,02 

nmol/107 Zellen; LN-229 Ado-Dial, pcs: 5,8±1,4 nmol/107 Zellen) bzw. 50-fach 

(TU 113 Kontrolle, pcs: 0,1±0,03 nmol/107 Zellen; TU 113 Ado-Dial, pcs: 

5,6±0,3 nmol/107 Zellen) erhöht, wie Tab. 3.4 entnommen werden kann. Da die 

SAH-Konzentration durch Hemmung der SAH-Hydrolase in viel stärkerem Ma-

ße ansteigt als die SAM-Konzentration, sinkt das MP gegenüber der Kontrolle. 

Bei den trypsinierten Zellen lassen sich ähnliche Beobachtungen machen, die 

Konzentrationsunterschiede fallen aber geringer aus. 

3.3. Bestimmung der Adeninnukleotide 

Da die SAH-Hydrolase ein Bindeglied zwischen Transmethylierungs- und Ener-

giestoffwechsel ist, stellt sich die Frage, inwiefern die zur Veränderung des MPs 

eingesetzten Substanzen den Energiestoffwechsel beeinflussen. Gleichzeitig 

wurde in diesen Versuchen auch der Einfluss der Aufarbeitungsmethode auf 

den Energiestoffwechsel untersucht. Ein Maß für den Energiezustand der Zelle 

ist die Energieladung (EC), die nach Atkinson und Walton (Atkinson and Walton 

1967) berechnet wird. Die Formel zur Berechnung der EC-Werte findet sich in 

Kapitel 2.4.12.  

Die Applikation von SAM, unabhängig von der Konzentration, hat keine signifi-

kante Veränderung der ATP-, ADP- und AMP-Konzentration zur Folge, so dass 

auch die Energieladung gegenüber der Kontrolle unverändert bleibt (s. Tab. 

3.5). Eine deutliche Veränderung der Energieladung bewirkt bei den Zellen der 

Linie LN-229 die Aufarbeitungsmethode. Die zeitintensivere Aufarbeitungsme-

thode mit trypsinieren und anschließender PCS-Lyse der Zellen schlägt sich 

auch in der Vitalität der Zellen nieder. Der Einfluss von Ado-2',3'-Dial auf den 

Energiezustand der Zelllinie LN-229 zeigt, dass die intrazelluläre ATP-Konzen-

tration von der eingesetzten Ado-2',3'-Dial-Konzentration unabhängig ist. Auch 

die ADP-Konzentration ist gegenüber der Kontrolle unverändert. Hingegen führt 

der Hemmstoff zu einer signifikanten Erhöhung der intrazellulären AMP-Kon-

zentration.  
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Tabelle 3.5 Einfluss der Aufarbeitungsmethoden und der Inkubation mit 

SAM auf die ATP-, ADP-, AMP-Konzentrationen und auf den 

EC-Wert (s. Kapitel 2.4.5). Die Zellen LN-229 wurden für 24 h 

mit SAM in steigenden Konzentrationen kultiviert. Die Aufarbei-

tung erfolgte entweder durch trypsinieren der Zellen mit an-

schließender Lyse oder durch direkte Lyse. (s. Kap. 2.4.4 u. 

2.4.5). Die Bestimmung der Adeninnukleotide erfolgte mittels 

HPLC, wie in Kapitel 2.4.7 beschrieben. Dargestellt sind 

MW±SEM aus n unabhängigen Experimenten in nmol/107 Zel-

len. *= p <0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001 

Zelllinie Messung tryp/pcs n ATP ADP AMP EC 

LN-229 Kontrolle tryp 6 36,1±14,5 23,4±6,3 9,4±1,9 0,68±0,1 

LN-229 Kontrolle pcs 6 77,2±25,2 16,9±7,7 2,5±1,2 0,89±0,01 

LN-229 SAM 30  tryp 3 46,5±19,3 29,2±8,2 15,6±2,2 0,66±0,1 

LN-229 SAM 30  pcs 3 110,5±48,2 14,4±7,5 1,9±0,8 0,93±0,03 

LN-229 SAM 300  tryp 2 36,9±2,4 22,2±0,15 12,7±2,3 0,67±0,1 

LN-229 SAM 300  pcs 3 131,8±23,9 17,9±13,1 2,3±1,0 0,93±0,02 

LN-229 SAM 1mM tryp 3 46,9±19,5 23,6±3,9 13,5±4,2 0,69±0,08 

LN-229 SAM 1mM pcs 4 107,7±36,2 16,1±12,6 1,6±0,7 0,91±0,07** 

LN-229 Ado-Dial  tryp 5 37,7±7,3 22,2±4,8 6,0±1,7 0,74±0,02* 

LN-229 Ado-Dial  pcs 6 51,5±10,7* 18,6±3,3* 6,4±4,3** 0,80±0,03* 

Die Kultivierung der TU-113 Zellen mit Methionin bzw. Methionin plus Glukose 

oder nur Glukose hat keine signifikante Veränderung der ATP-, ADP- und AMP-

Konzentration zur Folge, so dass auch die Energieladung gegenüber der Kon-

trolle unverändert bleibt. Im Unterschied zur Zelllinie LN-229 zeigt auch die Auf-

arbeitungsmethode bei dieser Zelllinie keinen Einfluss auf die Energieladung (s. 

Tab. 3.6). Die Inkubation von 30 µM Ado-2',3'-Dial führt zu einer signifikanten 

Abnahme der intrazellulären Adeninnukleotid-Konzentration. Der Energiezu-

stand (EC) der Zelle ist gegenüber der Kontrolle jedoch nicht signifikant verän-

dert. 
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Tabelle 3.6  Einfluss der Aufarbeitungsmethoden auf die ATP-, ADP-, AMP-

Konzentrationen und auf den EC-Wert (s. Kapitel 2.4.5). Die Zel-

len TU 113 wurden für 24 h mit Methionin 10 mM, Methionin 

10 mM + Glukose 3 % oder nur Glukose 3 % inkubiert. Die Aufar-

beitung erfolgte entweder durch trypsinieren der Zellen mit an-

schließender Lyse oder durch direkte Lyse. (s. Kap. 2.4.4 u. 

2.4.5). Die Bestimmung der Adeninnukleotide erfolgte mittels 

HPLC wie in Kapitel 2.4.7 beschrieben. Dargestellt sind MW±SEM 

aus n unabhängigen Experimenten. *= p <0,05; **=p<0,01; 

***=p<0,001 

Zelllinie Messung tryp/pcs n ATP ADP AMP EC 

TU 113 Kontrolle tryp 6 90,9±19,8 40,8±8,3 6,0±3,7 0,81±0,1 

TU 113 Kontrolle pcs 6 151,1±31,7 41,0±7,3 6,6±4,1 0,86±0,01 

TU 113 Met10 tryp 3 100,4±33,1 42,0±19,3 12,1±12,8* 0,80±0,1 

TU 113 Met10 pcs 3 172,8±57,5 37,9±30,7** 11,2±12,4* 0,88±0,1 

TU 113 Met10+Glc3 tryp 2 70,1±0,4* 30,9±27,5* 3,2±3,3 0,84±0,1 

TU 113 Met10+Glc3 pcs 2 121,3±37,3 39,0±44,4** 7,1±7,0 0,89±0,1* 

TU 113 Glc3 tryp 2 112,6±8,5 45,9±39,0** 8,3±9,2 0,83±0,1 

TU 113 Glc3 pcs 2 172,4±50,1 46,4±51,4** 6,7±5,9 0,89±0,1* 

TU 113 Ado-Dial tryp 3 70,4±1,6** 18,6±2,3 2,9±0,9 0,87±0,02 

TU 113 Ado-Dial pcs 3 96,2±4,4* 8,1±0,5** 2,4±0,1*** 0,94±0,05* 

3.4 Bestimmung der SAM-Konzentration im SAM-versetzten 

Medium 

Aus der Literatur ist bekannt, dass die glykosidische Bindung des SAM im alka-

lischen Milieu äußerst labil ist (Schlenk and Zydek-Cwick 1969). Auch wurde 

beobachtet, dass SAM in einer Lösung bei pH 7.5 und einer Inkubationsdauer 

von 3 h bei 37 °C einen Verlust von 17 % erleidet (Hoffman 1986). Mit Hilfe ei-

ner qualitativen Untersuchung sollte geklärt werden, in welchem Ausmaß sich  
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Tabelle 3.7  Bestimmung der SAM-Konzentration in Medien mit SAM-

Konzentrationen von 30 µM-1 mM. Eine Probe wurde vor der 

24-stündigen Inkubation entnommen, eine nach Inkubation von 

Medium ohne Zellen und eine dritte nach Inkubation mit LN-229 

Zellen. Die Bestimmung von SAM erfolgte mittels HPLC, wie in 

Kapitel 2.4.5 beschrieben. Dargestellt sind MW±SEM aus n un-

abhängigen Experimenten. *= p <0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001 

SAM n 30 µM 300 µM 1 mM 

Kontrolle 4 26,0±3 µM 238±12 µM 817±62 µM 

Nach zellfreier Inkubation 4 10±3 µM 51±6 µM 179±20 µM 

Nach Inkubation mit Zellen 4 13±3 µM 88±8 µM 322±43 µM 

die SAM-Konzentration im Zellkulturmedium verändert. Für dieses Experiment 

wurde das Zellkulturmedium mit SAM in steigenden Konzentrationen versetzt. 

Als Kontrollwert wurde aus jedem Medium sofort eine Probe entnommen. Da-

nach wurden Zellkulturschalen mit LN-229 Zellen und mit den jeweiligen Medien 

für 24 h unter Standardbedingungen kultiviert. Auch Zellkulturschalen ohne Zel-

len wurden unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Aus diesem Versuch las-

sen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen (s. Tab.3.7): Durch die experi-

mentelle Bestimmung der Wiederfindungsrate für SAM im Zellkulturmedium 

lässt sich eine quantitative Aussage treffen, inwiefern das Messergebnis tat-

sächlich der Konzentration der Substanz vor Beginn der Inkubation entspricht. 

Die gemessenen SAM-Konzentrationen in den Kontrollmedien entsprechen im 

Rahmen der Messungenauigkeiten den eingesetzten Konzentrationen. Eine In-

kubation der SAM angereicherten Medien mit Zellen führte nach 24-stündiger 

Inkubation zu höheren SAM-Werten als ohne Zellen, der Unterschied war aber 

nicht signifikant. 

3.5 Methylthioadenosin 

Aus den HPLC-Untersuchungen geht die charakteristische Reihenfolge hervor, 

in der die zu messenden Metaboliten von der Säule eluiert werden. Die Reten- 



39 

 

 

 

 

Abbildung 3.1:  Ausschnitt aus dem HPLC-Chromatogramm. Dargestellt ist der 

Peak bei einer Retentionszeit von ca. 22,8 min, der dem Me-

thylthioadenosin entspricht. 

  

Medium + 300 µM SAM vor Inkubation 

Medium + 300 µM SAM nach zellfreier Inkubation  

Medium + 300 µM SAM nach Inkubation mit Zellen der Reihe LN-229 

A 

B 

C 
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tionszeit steigt von SAH, Ado, SAM und Met-Ado hin an (Delabar et al. 1999). 

Bei allen Chromatogrammen aus den Versuchen mit SAM, trat bei einer Re-

tentionszeit von 22 Minuten ein Peak auf. Um diese Substanz bestimmen zu 

können, wurde eine Probe bei 22 Minuten gesammelt und im Massenspektro-

meter analysiert. Die Substanz wurde als Methylthioadenosin (MTA) identifi-

ziert, einem Spaltprodukt des SAM, das durch nichtenzymatische Reduktion 

entsteht. Das bei der Auswertung der Metaboliten SAH, SAM und Ado ange-

wandte Protokoll ließ eine Quantifizierung des MTA-Peaks nicht zu. Aus Abb. 

3.1 wird jedoch deutlich, dass nach 24 h zellfreier Inkubation (B) der Zerfall von 

SAM am größten ist. 

3.6 Bestimmung der globalen DNA-Methylierung 

Nachdem eine signifikante Änderung des MPs nur unter Inkubation mit 30 µM 

Ado-2',3'-Dial zu beobachten war, wurde der Grad der globalen DNA-Methylie-

rung nur unter diesen Bedingungen untersucht. Das methylierungssensitive 

Restriktionsenzym HpaII schneidet nicht-methylierte Erkennungssequenzen. 

Dabei entsteht ein Guanosinüberhang, an dem die DNA-Polymerase ein [H3]-

dCTP einbaut. Somit ist die in die DNA eingebaute Radioaktivität ein Maß für 

die Anzahl nicht-methylierter Cytosinreste. Unter Kontrollbedingungen wurde 

nach Einbau von [H3]-dCTP in die DNA die gleiche inkorporierte Radioaktivität 

sowohl in den LN-229 als auch in den TU 113 Zellen gemessen (s. Tab. 3.8). 

Tabelle 3.8 Bedeutung eines veränderten MPs für die globale DNA-

Methylierung in direkt PCS-lysierten LN-229 und TU 113 Zellen 

nach 24-stündiger Inkubation mit Ado-2’,3’-Dial 30 µM (s. Kapi-

tel 2.3.3). Die Ergebnisse sind in dpm/µg DNA ± SEM angege-

ben aus n unabhängigen Experimenten angegeben. 

 Zellreihe n Kontrolle + Ado-2’,3’-Dial (30 µM) 

LN-229 2 25593±7803 29645±12572 

TU 113 2 25118±4628 29760,00±7510 
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Die Erniedrigung des MPs führt zu keiner signifikant veränderten globalen DNA-

Methylierung innerhalb von 24 h. 

Abbildung 3.2: Einfluss von Ado-2’,3’-dial auf die MGMT-Promotormethylierung 

in Zellen der Linien LN-229 und Tu 113. Bisulfit behandelte 

DNA wurde für die PCR-Amplifikation eingesetzt. Die Größe 

des entstehenden PCR-Produkts wurde mittels Agarose-

Gelelektrophorese analysiert. Die Anwesenheit einer Bande in 

der Bahn U stellt den nicht-methylierten MGMT-Promotor dar 

während die Anwesenheit einer Bande in der Bahn M das me-

thylierte Produkt darstellt. Die Länge der PCR-Produkte beträgt 

94 bp für den nicht-methylierten Promotor und 81 bp für den 

methylierten Promotor. 

 

3.7 MGMT-Promotormethylierung 

DNA-Methylierung ist ein Effekt, der eine große Bedeutung bei der Regulation 

der Genaktivität besitzt. Eine aberrante DNA-Methylierung, speziell der Promo-

torbereiche, kann zum Verlust von wichtigen Genprodukten führen. Deshalb 
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wurde in diesem Experiment mit Hilfe der Bisulfit-Methode die dem 5´Ende 

nächstgelegene CpG-Insel des MGMT-Promotors untersucht. 

Wie aus Abb. 3.2 hervorgeht zeigt sich der MGMT-Promotor sowohl bei den TU 

113 als auch den LN-229 Zellen unter Kontrollbedingungen hypermethyliert. Die 

Erniedrigung des MPs durch Inkubation mit 30 µM Ado-2',3'-Dial führte nicht zu 

einer Veränderung des elektrophoretischen Bandenmusters. 
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4. Diskussion 

Glioblastome gehören zu den häufigsten Tumoren des Gehirns. Die Standard-

therapie besteht seit 2005 aus chirurgischer Tumorverkleinerung, Bestrahlung 

und Chemotherapie mit der alkylierenden Substanz TMZ. Das gemittelte Ge-

samtüberleben nach Diagnosestellung verlängerte sich hierunter im Zeitraum 

2005-2008 von 8,1 auf 9,7 Monate. Erhielten die Patienten als Therapie zumin-

dest Operation und Bestrahlung stieg das Gesamtüberleben bereits auf durch-

schnittlich 12 bzw. 14,2 Monate. Seit Einführung des Temozolomid als 

Standardtherapie liegt das durchschnittliche Überleben altersabhängig zwi-

schen 31,9 Monaten bei den 20-29 jährigen und 5,6 Monaten bei Patienten, die 

80 Jahre und älter sind (Johnson and O'Neill 2012). So besteht ein besonderes 

Interesse die Therapie auch gerade für die Patientengruppe der älteren Men-

schen zu optimieren. 

 

Für die Chemotherapie mit TMZ stellte sich der Methylierungsstatus des MGMT 

im Sinne einer Hypermethylierung als prognostisch günstiger Faktor für die Ver-

längerung Gesamtüberleben, bzw. des progressionsfreien Intervalls dar. Die 

Promotormethylierung als eine Art Sonderfall der Methylierung findet unter der 

Zuhilfenahme von DNA-Methyltransferasen am C´5 Atoms des Cytosin statt. 

(De La Haba and Cantoni 1959). In dieser Studie wurde an zwei Zelllinien der 

Einfluss verschiedener Substanzen auf das MP untersucht. Mittels einer sensi-

tiven HPLC-Methode wurden gleichzeitig die Konzentrationen von SAM, SAH 

und Adenosin bestimmt und anschließend die Auswirkungen des veränderten 

MPs auf den Gesamtmethylierungsstatus der DNA allgemein und speziell auch 

auf den des MGMT-Promotors dargestellt. 

  

Aufarbeitungsmethode: Die hier ermittelten Ergebnisse zeigen eine Abhän-

gigkeit des MP von der Aufarbeitungsmethode. Unter Kontrollbedingungen zei-

gen beide Zelllinien trypsiniert ein ähnliches MP, PCS-lysiert weisen die Zellen 

aber höhere MPs auf, die auch stärker differieren (LN-229 Kontrolle, pcs: 

40,9±12,8 nmol/107 Zellen vs. Kontrolle, tryp: 17,3±2,3 nmol/107 Zellen; TU 113 

Kontrolle, pcs: 25,0±5,8 nmol/107 Zellen vs. Kontrolle, tryp: 14,1±3,0 nmol/107 
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Zellen). Diese sind auf eine niedrigere SAH-Konzentration zurückzuführen. Ein 

Grund für die niedrigen SAH-Werte könnte eine hohe SAH-Hydrolase-Aktivität 

sein, die dafür sorgt, dass SAH nicht akkumuliert, sondern schnell weiter zu 

Adenosin und Homocystein hydrolysiert wird (De La Haba and Cantoni 1959), 

da unter physiologischen Bedingungen primär die Hydrolyse stattfindet. Unter 

normalen Bedingungen ist die SAH-Hydrolase für die intrazelluläre SAH-Kon-

zentration verantwortlich (Hoffmann 1979; Perna et al. 2001). Ein anderer Me-

chanismus, die niedrige SAH-Konzentration im Zytosol zu erklären scheidet 

aus, da SAH die Plasmamembran nicht passieren kann. Auch sind keine SAH-

Transporter bekannt (Kerins et al. 2001; Aarbakke and Ueland 1981). Eine 

zweite Fehlerquelle, die das MP beeinflussen kann sind postmortale Verände-

rungen von SAM- und SAH-Spiegel. Helland und Ueland (Helland and Ueland 

1983) stellten in detaillierten Versuchen fest, dass nach konventioneller Verar-

beitung von Organen postmortal SAH und Adenosin und in geringfügigerem 

Ausmaß auch SAM anstiegen. Diese Zunahme konnte durch das Eintauchen 

eines entnommenen Gewebeteiles in flüssigen Stickstoff verringert werden. Von 

größter Bedeutung für die Objektivität der Untersuchung erwies sich die Ge-

frierstopp-Technik nach (Osswald et al. 1977). Durch das rasche Durchfrieren 

des Gewebes hat man eine Momentaufnahme des Gewebezustandes. Das 

Aufarbeiten in Perchlorsäure führt dann dazu, dass die enzymatischen Reaktio-

nen gestoppt werden, so dass die gemessenen Nukleosidwerte physiologi-

schen Konzentrationen entsprechen. Zellen können der Gefrierstopptechnik 

nicht unterworfen werden, hier führt die alleinige PCR-Lysierung aber zu ähnlich 

physiologischen Werten. Vor diesem Hintergrund lässt sich beobachten, dass 

bereits die Verzögerung des PCS-Lysierens durch das initiale Trypsinieren oder 

aber das Trypsin selbst sich auf die Messergebnisse auswirken. Aus diesem 

Grund wurden letztlich für die Auswertung der Versuche zur Beeinflussung des 

Methylierungspotenzials nur die Ergebnisse der direkt PCS-lysierten Zellen be-

rücksichtigt. 

 

Methylierungspotenzial: Der Quotient der SAM- und SAH-Konzentration wird 

als Methylierungspotenzial (MP) bezeichnet und ist ein wichtiger Indikator für 
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die Übertragung von Methylgruppen von SAM auf einen Akzeptor (Cantoni et al. 

1979). Im direkten Vergleich der beiden Glioblastomzelllinien zeigten die Zellen 

TU 113 unter Kontrollbedingungen eine annähernd doppelt so hohe SAM-Kon-

zentration wie die Zellen der Line LN-229, allerdings waren hierbei das SAH 

fast 3-fach und der Adenosinspiegel fast 6-fach erhöht, die Folge hiervon ist ein 

deutlich niedrigeres MP (LN-229: 40,9±12,8; TU 113: 25,0±5,8). Die Werte des 

MP passen zu den in Untersuchungen an anderen Zelllinien gefundenen Wer-

ten. Unter normaler physiologischer Zellfunktion liegt das MP zwischen 5 und 

80, abhängig von den untersuchten Zelllinien oder Organen (Hermes et al. 

2005). Die relativ große Breite der MP-Werte der gewählten Glioblastomzellli-

nien bieten gute Bedingungen zur Beobachtungen von Auswirkung unterschied-

licher MPs auf die DNA-Methylierung. Eine Erhöhung des MPs der Zelllinie LN-

229 nach Inkubation mit SAM stellte sich nicht ein, mit steigender SAM-Konzen-

tration fiel das MP ab. Zwar stiegen die SAM-Werte auf das bis zu 5-fache, aber 

auch SAH und Adenosin erreichten das 6- bzw. das 3-fache des Kontrollwertes. 

Es wird also deutlich, dass das MP und die Methylierungsaktivität der Zelle von 

mehreren Faktoren kontrolliert wird. 

 

Bei den Versuchen zur Beeinflussung des MP mit der Zelllinie LN-229 stellt 

sich grundsätzlich die Frage, ob SAM überhaupt in die Zelle aufgenommen 

wird. In Aemoephilus asiaticus wurde ein protonenabhängiger Antiport von 

SAM und SAH nachgewiesen, der in der Lage ist einen sonst fehlenden Me-

thylierungszyklus zu ersetzen (Haferkamp et al. 2013). Van Phi und Soling 

(Van Phi and Soling 1982) untersuchten die SAM Aufnahme an isolierten 

Hepatozyten. Die Zellen wurden mit radioaktiv markierten SAM bzw. Methio-

nin inkubiert und später durch Zentrifugieren sukzessiv fragmentiert und an-

schließend die Inkorporation der radioaktiven Methylgruppen in den fraktio-

nierten Zellbestandteilen gemessen. Hier konnte gezeigt werden, dass die 

Methylgruppen des Methionins intrazellulär auf RNA übertragen wurden, 

während die Methylgruppen des SAM nur an der Zellmembran und hier vor 

allem im Phosphatidylcholin nachweisbar blieben. Bontemps und Van den 

Berghe (Bontemps and Van Den Berghe 1997) führten ihre Versuche zum 
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Thema ebenso mit radioaktivem SAM bzw. Methionin durch, auch sie veror-

teten die Methylgruppen des SAM im Phosphatidylcholin der Zellmembran. In 

einem Teilversuch steigerten sie zwar die zelluläre Radioaktivität unter Inku-

bation mit SAM, aber unter Hemmung der SAH-Hydrolase stieg der intrazel-

luläre SAH-Spiegel nicht, was unter Inkubation mit Methionin aber der Fall 

war, wodurch sie untermauert sahen, dass SAM nur in die Membran ver-

bleibt. In einem anderen Experiment beobachteten sie, dass SAM in reinem 

Medium über 60 min keinem Zerfall unterlag. Im Medium mit Zellen aber Me-

thylierungsprozesse stattfinden müssen, da hier neben sinkendem SAM auch 

steigende SAH-Konzentrationen auffielen. Sie begründeten dies damit, dass 

Methyltransferasen aus lysierten Zellen ins Medium abgegeben würden und 

hierdurch überhaupt Transmethylierungen stattfinden könnten. Um diese 

Theorie zu untermauern wurden Zellen durch Einfrieren und anschließendes 

Wiederauftauen lysiert, in der Folge Stieg die Verstoffwechselung von SAM 

auf das bis zu 7-fache an. In einer weiteren Untersuchung fand Mac Millan –  

ebenfalls an Hepatozyten eine geringe, nicht konzentrationsabhängige Auf-

nahme in einem Zell/Medium Konzentrationsverhältnis von 0,2-0,5 und 

schloss auf eine nicht transporterabhängige Aufnahme in die Zelle, die sehr 

ineffektiv ausfällt (McMillan et al. 2005). Intrazellulär wurde bereits ein SAM-

Carrier beschrieben, beim Menschen sorgt ein solcher für einen Austausch 

von SAM und SAH zwischen Zytosol und Mitochondrium (Agrimi et al. 2004; 

Ravanel et al. 2004). Ein weiterer Gesichtspunkt zu der Frage, ob SAM in die 

Zelle aufgenommen wird, ist die Entstehung von Methylthioadenosin. Wenn 

SAM nicht durch Transmethylierungsprozesse verbraucht wird, kann es 

spontan zu Methylthioadenosin zerfallen. Als solches stellte sich ein mit der 

SAM-Konzentration im Medium der Zellen LN-229 zunehmender, in diesem 

HPLC-Protokoll nicht quantifizierter flächenmäßig sehr großer Peak bei einer 

Retentionszeit von 22,8 min heraus. Die Substanz wurde über eine massen-

spektroskopische Analyse identifiziert. MTA ist das primäre Zerfallsprodukt 

von SAM, seine Entstehung ist pH-Abhängig (Hoffman 1986), ein in den ba-

sischen Bereich ansteigender pH führt zu einer Erhöhung des Abbaus 

(Borchardt et al. 1979). Bei pH 1,5 findet ein Zerfall des SAM nicht mehr 
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statt, lediglich das Razemat der Substanz konnte beobachtet werden (J. L. 

Hoffmann, 1986). Dagegen wird die kovalente Stabilität des SAM durch Sen-

kung des pH erheblich verbessert. So liegt eine Erklärungsmöglichkeit für die 

vermehrte Entstehung von MTA in dem unter der Inkubation vorherrschen-

den pH, da dieser im unveränderten Medium im alkalischen Bereich liegt, 

außerdem zerfällt SAM bei der vorherrschenden Temperatur von 37 °C leicht 

(J. L. Hoffman, 1986).  

Untermauern lässt sich diese Vermutung durch die Messungen der SAM-

Konzentration im zellfreien Medium. Nach 24 h Inkubation von 300 µM SAM 

bei 37 °C verringerte sich die Menge des gelösten SAM um 2/3 der Aus-

gangskonzentration. Für die Messung der zellulären SAM-Konzentration 

mussten die Proben vor der HPLC außerdem zusätzlich alkalisiert werden, 

was die Entstehung von MTA ebenfalls begünstigt. Unter keiner experimen-

tellen Bedingung führte der Zerfall von SAM zur Entstehung von Adenosin 

oder SAH (Eloranta and Kajander 1984).  

Zusammenfassend lassen sich aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen 

keine eindeutigen Rückschlüsse bezüglich der SAM-Aufnahme in die Zelle 

ziehen, jedoch weisen die Daten darauf hin, dass MTA in die Zelle aufge-

nommen werden kann. Neuere Untersuchungen zeigen, dass bei oraler Ein-

nahme von MTA diese Substanz zügig im Gastrointestinaltrakt absorbiert 

wird. 

 

Die Zufuhr neuer Methylgruppen in den Zyklus der aktivierten Methylgruppen 

erfolgte bei den Zellen der Linie TU 113 in Form von Methionin. Methionin 

gehört für den Menschen zu den essentiellen Aminosäuren, deren Konzent-

ration von der Nahrungsaufnahme beeinflusst wird. Es kann in die Zelle auf-

genommen werden und zusammen mit Glukose, die durch oxidative Phos-

phorylierung zu ATP wird, sind die Voraussetzungen gegeben, um SAM in 

der Zelle ansteigen zu lassen. Die experimentelle Gabe von Methionin führt 

im Meerschweinchen zu einem Anstieg von SAM bei gleichzeitiger Vermin-

derung des ATP (Cox et al. 1974; Lescault and Laberge 1974), da ATP zur 

Aktivierung des Methionins benötigt wird.  
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In den durchgeführten Experimenten wurden die Zellen mit Glukose 3 %, Me-

thionin 10 mM und mit der Kombination aus beidem inkubiert. Unter diesen 

Bedingungen stieg die SAM-Konzentration auch an, das MP blieb aber un-

verändert, da auch die SAH-Spiegel gestiegen waren. Das vermehrt SAH 

entsteht, liegt vermutlich an einer gesteigerten Methylierungsaktivität in den 

Zellen, denn SAM wird nach Transfer einer Methylgruppe im aktiven Zentrum 

der Methyltransferase zu SAH abgebaut (Cantoni 1975). Da SAH seinerseits 

als Produktinhibitor der meisten Methyltransferasen fungiert (Clarke and 

Banfield 2001) ist für einen ungestörten Ablauf der Transmethylierungsreak-

tionen eine Entfernung von SAH durch die SAH-Hydrolase von essentieller 

Bedeutung. Deshalb kann durch Hemmung der SAH-Hydrolase das MP wir-

kungsvoll gesenkt werden und somit in Transmethylierungsreaktionen einge-

griffen werden.  

In der Literatur sind viele Untersuchungen über die Auswirkungen eines ver-

ringerten MP auf Methylierungsreaktionen beschrieben (Radomski et al. 

1999; Hermes et al. 2004; Hermes 2004b). Unter experimentellen Bedingun-

gen treten nennenswerte Beeinträchtigungen der Methyltransferasen erst ab 

Quotienten auf, die unterhalb von 5 liegen (Hoffman et al. 1981; Kramer et al. 

1990; Clarke and Banfield 2001). Ein wirkungsvolles Instrument das MP zu 

senken, ist der Einsatz der oxidierten Form von Adenosin, Adeonosin-2'.3'-

Dialdehyd (Ado-2',3'-Dial). Ado-2',3'-Dial ist kein Substrat der SAH-Hydro-

lase, aber ein sehr potenter irreversibler Hemmstoff dieses Enzyms. So 

konnten Bartel und Borchart (Bartel and Borchardt 1984) die Aktivität der 

SAH um 95 % senken, was zu partiell verminderter Lipidmethylierung, Pro-

teincarboxylierung und RNA-Methylierung führte. Andere Studien kamen zu 

dem Ergebnis, dass die Methylierung der gesamten mRNA reduziert war, je-

doch keinen Effekt auf die DNA-Methylierung existierte (Kallio et al. 1997; 

Araujo et al. 1999). Ähnliche Ergebnisse zeigte auch eine Studie an HepG2 

Zellen von Hermes et al. (Hermes et al. 2004). Die Verringerung des MP um 

das 40-fache führte zur Reduktion der mRNA ausgewählter Gene, wie z. B. 

Erythropoetin, während die mRNA von Haushaltsgenen, wie z. B. der SAH-

Hydrolase oder Cyclophilin, von diesem MP unbeeinflusst blieben. In 
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menschlichen Lymphozyten führten dagegen bereits 2-fach erhöhte SAH-

Werte zu DNA Hypomethylierung, und auch in Geweben von Mäusen, die für 

die Cystathionin -ß-Synthase heterozygot sind, konnte bei verringertem MP 

globale DNA-Hypomethylierung festgestellt werden (Yi et al. 2000; Caudill et 

al. 2001). Insgesamt fand Caudill MP abhängige Verringerung von Methylie-

rungsreaktionen nicht generell von gesenkten MPs, sondern vor allem von 

steigenden SAH-Spiegeln abhängig (Caudill et al. 2001).  

In dieser Untersuchung wurden die MPs durch die Inkubation der Zelllinien 

LN-229 und TU 113 mit 30 µM Ado-2',3'-Dial gesenkt. In den PCS-lysierten 

Zellen konnte so das MP um das 80-fache bzw. 50-fache gesenkt werden. 

Damit waren Voraussetzungen geschaffen, um den Einfluss eines reduzier-

ten MP bei erhöhten SAH-Spiegeln auf den Methylierungsgrad des MGMT-

Promotors zu bestimmen.  

 

Bestimmung der Adeninnukleotide und der Energieladung: Nahezu alle 

energieverbrauchenden Prozesse in Zellen werden entweder direkt oder indi-

rekt durch die Hydrolyse von ATP zu ADP oder zu AMP angetrieben (Yang and 

Gupta 2003). Die SAH-Hydrolase stellt ein Bindeglied zwischen Transmethylie-

rungs- und Energiestoffwechsel da (Kloor et al. 1996). In den durchgeführten 

Versuchen wurden mittels HPLC auch die Konzentrationen der Adeninnukleoti-

de Bestimmt, um Wechselwirkungen zwischen Transmethylierungsreaktionen 

und Energiehaushalt zu beobachten. Auffällig ist hier, dass das Verhältnis der 

Adeninnukleotide abhängig von der Art der Aufbereitung und vom Zelltyp deut-

lich schwankte. Wurden die Zellen nur PCS-lysiert war die ATP-Konzentration 

zum Teil bis auf das Doppelte erhöht. Unter normalen physiologischen Bedin-

gungen hat ATP in Abhängigkeit vom Gewebe einen 5- bis 10-mal höheren 

Spiegel als ADP und einem 20- bis 50-fach höheren als AMP (Yang & Gupta, 

2003), wobei die Gesamtkonzentration der Adeninnukleotide normalerweise re-

lativ konstant bleibt. Vielen Enzymen wird durch Spaltung von ATP direkt oder 

indirekt die notwendige Energie zur Verfügung gestellt, so kann eine ausrei-

chende Menge zur Verfügung stehenden ATPs als eine Art Schlüsselbedingung 

für den Erhalt der zellulären Integrität betrachtet werden. Yang und Gupta 
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(Yang and Gupta 2003) untersuchten – ebenfalls an Glioblastomzellen – die 

Auswirkung von Trypsinieren und anschließendem PCS-lysieren versus alleini-

gen PCS-lysieren auf die Zelle und fanden einen Abfall der Gesamtkonzentrati-

on der Adeninnukleotide auf weniger als die Hälfte und einen Abfall der EC von 

0,78 auf 0,50. Bei den hier untersuchten Zellen der Linie LN-229 zeigten sich 

nach ausschließlichem PCS-lysieren unter Kontrollbedingungen ein EC-Werte 

0,89 und nach vorhergehendem Trypsinieren von 0,68. Gesunde, ausreichend 

oxygenierte Zellen regulieren die EC normalerweise in einem Bereich zwischen 

0,7-1,0 (Gupta et al. 1994; Gupta et al. 2001b; Gupta et al. 2000; Gupta et al. 

2001a; Gupta et al. 2002; Gupta and Dettbarn 1987; Sellevold et al. 1986). 

Ausgeprägter war das Abfallen des ATP-Spiegels – nach ausschließlichem 

PCS-lysieren lag dieser bei den Kontrollen der Zelllinie LN-229 bei 77,2±25,2 

nmol/107 Zellen (LN-229 Kontrolle, pcs), trypsiniert bei 36,1±14,5 nmol/107 Zel-

len (LN-229 Kontrolle, tryp). 

Die Zellen der Linie TU 113 boten im Vergleich zwischen trypsinierten und 

nur PCS-lysierten Zellen durchweg unveränderte EC-Werte, so scheinen sie 

zunächst bezüglich der Aufarbeitungsart und ihrer Auswirkungen auf die EC 

weniger empfindlich zu sein. Bei Betrachtung des ATP-Spiegels zeigt sich 

aber auch hier ein Abfall: Unter Kontrollbedingungen lag dieser nach aus-

schließlichem PCS-lysieren bei 151,1±31,7 nmol/107 Zellen und fiel bei zu-

sätzlichem Trypsinieren auf einen Wert von 90,9±19,8 nmol/107 Zellen ab.  

 

Unter Inkubation mit Ado-2'3'-Dial veränderten sich die EC-Werte nicht, somit 

scheint die Substanz die Zellen nicht zu schädigen. Die ATP-Werte aber 

sanken mit Ausnahme der trypsinierten Zellen der Linie LN-229 ab. 

 

Abbau von S-Adenosylmethionin im Nährmedium der Zelle: Die Wiederfin-

dungsrate von SAM im SAM-versetzten Medium zeigte nach Inkubation mit Zel-

len höhere SAM-Werte als nach Inkubation ohne Zellen. Bontemps und Van der 

Berghe (Bontemps and Van Den Berghe 1997) beobachteten in Ihren Studien, 

dass im Kulturmedium mit Zellen Transmethylierungsprozesse stattfinden, sie 

konnten zeigen, dass dies auf Methyltransferasen zurückzuführen ist, die von 
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zerfallenen Zellen freigesetzt wurden. Analog lassen sich erhöhte SAM-Spiegel 

in mit Zellen inkubiertem Medium durch Freisetzung aus lysierten Zellen erklä-

ren. 

 

Globale DNA-Methylierung: Die Erhöhung der intrazellulären SAH-Konzen-

tration durch Hemmung der SAH-Hydrolase in LN-229 und TU-113 über einen 

Zeitraum von 24 h führt nicht zu einer signifikanten Veränderung der globalen 

Methylierung gegenüber Kontrollzellen. Diese Beobachtung ist nicht verwunder-

lich, da die Methylierung der DNA gleichzeitig mit der Replikation während der 

S-Phase des Zellzyklus stattfindet (Araujo et al. 1999; Araujo et al. 1998). So 

konnte Liteplo (Liteplo 1988) in in vitro Untersuchungen an murinen und huma-

nen Tumorzellen ebenfalls eine geringe Sensitivität der DNA-Methylierung ge-

genüber Veränderungen des MP zeigen. Auch eine Dauerinkubation der Zellen 

mit dem SAH-Hydrolase Hemmstoff Ado-2',3'-Dial über 7 Wochen, wie sie 

Hermes et al. (2004) durchgeführt hat, zeigte keine Auswirkung auf die globale 

DNA-Methylierung.  

 

MGMT-Promotor-Methylierung: Der MGMT-Status von Gliomzellen war in 

den letzten Jahren häufig Gegenstand von Diskussionen. Nachdem sich mehre-

re Untersuchungen mit dem Thema befasst haben, zeigte sich letztlich, dass 

der Methylierungsstatus des MGMT-Promotor bei bösartigen Gliomen nach-

weislich einen prädiktiven Wert für das Ansprechen auf Alkylantien hat und 

nicht einfach ein prognostischer Marker ist. Andererseits konnte bei anaplasti-

schen Gliomen nachgewiesen werden, dass sich progressionsfreies Überleben 

und Gesamtüberleben bei methyliertem MGMT-Promotor auch dann verlän-

gern, wenn keine Chemotherapie, sondern nur Bestrahlung erfolgt (Wick et al. 

2009). In einer Folgeuntersuchung zeigte sich die Bedeutung des Mutationssta-

tus des Gens für die Isozitrat Dehydrogenase 1 (IDH1) (Wick et al. 2012a). 

Liegt in diesem Gen eine Mutation vor, ist dies ein therapieunabhängiger güns-

tiger prognostischer Faktor. Weist der Tumor aber einen IDH1 Wildtyp auf, ist 

der methylierte MGMT-Promotor prädiktativ für ein verlängertes progressions-
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freies Überleben unter Behandlung mit TMZ. Solche Patienten sollen nicht aus-

schließlich mit Radiotherapie behandelt werden. 

Problematisch bleibt die Feststellung des Methylierungsstatus des MGMT-

Promotors. Die aktuell einzige validierte Technik, die eine gesicherte prog-

nostische Aussage über den MGMT Promotor erlaubt, bleibt momentan die 

methylierungsspezifische PCR (Weller et al. 2010). Außerdem stellt sich die 

Frage, wie man die Erhebung des MGMT-Promotormethylierungsstatus am 

besten standardisiert (Weller 2013). Die MGMT Expression variiert zwischen 

verschiedenen Organen, in der Praxis zeigte sich zudem das Problem der 

Kontamination. Proben enthalten teilweise nicht tumoröse Bereiche oder 

aber Bereiche mit Hypervakularisation oder aber Lymphozyteninfiltrate, die in 

den Untersuchungen erfasst werden und zu falschen Resultaten führen.  

Ein anderes Problem sind verschiedene Messmethoden für die DNA-Methy-

lierung, die teils rein qualitativ, teils auch quantitativ sind. Es stellt sich die 

Frage nach der Bewertung der Befunde, ab wann genau ist ein MGMT-Pro-

motor hyper- oder hypomethyliert? Diagnostische methylierungsspezifische 

Tests zielen darauf ab durch den Nachweis einer Methylierung bestimmter 

Bereiche des Promotors das Methylierungsverhältnis des gesamten Promo-

tors vorherzusagen. Für die Bestimmung des Methylierungsstatus nutzen die 

meisten Tests die Behandlung mit Bisulfit. Die Bisulfitkonversion ist ein hoch-

kritischer Schritt, da eine unvollständige Konversion zu vermeintlich methyl-

ierten CpG-Inseln führt. Bisulfitbehandelte DNA ist instabil und sollte zügig 

der Messung unterzogen werden. Bei den qualitativen MSPs, die am häufigs-

ten verwendet werden, lässt sich in der anschließenden Gelelektrophorese 

nur erkennen, ob die Bandenmuster einem nicht methylierten oder methylier-

ten MGMT-Promotor entsprechen, die Primer sind so gewählt, dass sie an 

einem komplett methylierten oder komplett unmethylierten Sequenzen bin-

den können und fragen in der Regel eine Reihe von 3-5 CpGs ab (Herman et 

al. 1996; Esteller et al. 1999; Weller et al. 2010). Die in dieser Untersuchung 

angewendete Bisulfitsequenzierung ohne anschließende RT-PCR hat sich 

mittlerweile als wenig sensitiv herausgestellt, für den Nachweis von Methylie-

rung müssen mindestens 25 % des entsprechenden Abschnittes methyliert 
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sein. Das könnte ein Grund sein, warum der Promoter der beiden Zelllinie 

LN-229 und TU-113 auch nach 24 h Behandlung mit dem SAH-Hydrolase In-

hibitor Ado-2',3'-Dial keine Veränderung in ihrem Methylierungsmuster zeig-

ten und hypermethyliert blieben. Hier lässt sich folglich auch kein Einfluss 

des MP auf den Methylierungsstatus des MGMT-Promoters nachweisen. 

 

Bei quantitativen Verfahren müssen Cut-off Werte definiert werden, die an-

schließend eine prospektive Kontrolle erfordern. In manchen Untersuchun-

gen zeigten sich Subgruppen von Patienten, die technisch einen interme-

diären Methylierungsstatus aufwiesen, teilweise dürften solche Patienten in 

ein Kollektiv mit formal methylierten MGMT-Promotor fallen, die trotz allem 

nicht von einer Chemotherapie mit TMZ profitieren (Weller et al. 2010). Die 

Erfassung des Methylierungsstatus kann auch durch Pathologen vorgenom-

men werden. Insgesamt kommt es aber bereits in der histologischen Beurtei-

lung des Gewebes ohne immunhistochemische Expressionsanalysen zu 

Abweichung der Befundung. Von 585 histologischen Proben, die in EORTC-

Studien vom lokal ansässigen Pathologen unter Gliomen des WHO Grad II 

verbucht wurden, erfolgte in 390 Fälle die erneute Erhebung des Befundes in 

einem entsprechenden pathologischen Zentrum. Hiervon wurde die Diagno-

se 308 mal bestätigt (79 %), bei 65 Patienten (16,7 %) lag aber ein hochgra-

diges Gliom (WHO Grad III-IV) vor, bei 6 Patienten (1,5 %) eines vom Grad 1 

und in 11 weiteren Fällen zeigten sich gänzlich andere Pathologien (Gorlia et 

al. 2013). Im Bereich der immunhistologischen Evaluation bestehen ähnliche 

Probleme. Die Befunde weichen abhängig vom befundenen Pathologen so-

wohl interindividuell, als auch intraindividuell stärker ab, so dass aus der Be-

urteilung der MGMT-Promotor Genexpression anhand histologischer Fär-

bung kein prognostischer Zusammenhang abgeleitet werden konnte 

(Preusser et al. 2008). So wird die Bewertung pathologischer Befunde be-

züglich ihrer Verlässlichkeit und zu ziehender Therapiekonsequenzen disku-

tiert. Zu dieser Thematik wurde von Lalezari (Lalezari et al. 2013) eine Arbeit 

vorgestellt, in der die immunhistologische Evaluation von Glioblastompräpe-

raten in einer Konvention verwendet wurde, die auch eine hohe intra- und in-
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terpersonale Reproduzierbarkeit aufwiesen, hierbei wurde die Schwelle für 

MGMT-Expression bei 30 % gezogen. Gleichzeitig erfolgte die Evaluation 

des MGMT-Promotormethylierungsstatus mit MSP und BiSEQ. Anschließend 

wurden retrospektiv das progressionsfreie Intervall und das Gesamtüberle-

ben Betrachtet. Die Übereinstimmung zwischen so ermittelter MGMT-Expres-

sion und MGMT-Promotorstatus war hoch. Es konnte gezeigt werden, dass 

Patienten mit hoher Proteinexpression einen schlechten Krankheitsverlauf 

aufweisen, trotz Methylierung des MGMT-Promotors, während Patienten mit 

geringer Proteinexpression aber nicht methylierten Promotor auch eine 

schlechte Prognose aufweisen (Lalezari et al. 2013). Hier stellt sich die im-

munhistologische Komponente als unabhängiger prädiktiver Faktor da. Wie 

diese Ergebnisse letztlich zu bewerten sind, sprich welche diagnostischen 

Verfahren zur Abschätzung der Prognose und für die Entscheidung für eine 

Therapie essentiell sind, bleibt noch offen. Für die standardisierte Bestim-

mung des Methylierungsstatus des MGMT-Promotors hat sich auf jeden Fall 

noch kein Prozedere endgültig durchgesetzt und die weiteren Entwicklungen 

bleiben abzuwarten.  

 

Letztlich stellt sich die Frage nach der Relevanz des MGMT-Promotors be-

züglich der Threapieentscheidungen. Vor allem in der Gruppierung der älte-

ren Patienten (in den betrachteten Studien zumeist über 65-70 Jahre alt), die 

eine noch schlechtere Prognose aufweisen, als jüngere (4-6 Monate Ge-

samtüberleben vs. 12-15 Monate (Yin et al. 2013; Hartmann et al. 2010), 

zeichnet sich eine größere Bedeutung ab. Therapeutisch wird in dieser Pati-

entengruppe mit Blick auf den oftmals schlechteren Allgemeinzustand des 

Patienten auf aggressive Therapie verzichtet. Die Erwartung besteht, dass 

unter schlechten Vorbedingungen, aggressive Therapien wie Bestrahlung 

oder Chemotherapie eventuell mehr Schaden als nutzen, hier auch vor dem 

Hintergrund, dass diese beim älteren Menschen ein noch ungünstigeres Ne-

benwirkungspotenzial aufweisen als beim Jüngeren – bezüglich älteren 

Brustkrebspatientinnen zeigte sich, dass obwohl viele Patienten formal unter-

therapiert waren, sich das gesamtüberleben nicht unterschied (Rocco et al. 
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2013; Sahebjam et al. 2012). Umgekehrt konnte in mehreren Untersuchun-

gen gezeigt werden, dass älteren Menschen mit methyliertem MGMT-Promo-

tor unter Chemotherapie eine Verlängerung des progressionsfreien Intervalls 

aufweisen, bzw. sogar ein leicht verlängerten Gesamtüberleben (Yin et al. 

2013; Wick et al. 2012a), so erscheint eine grundsätzliche Therapiezurück-

haltung beim älteren Glioblastompatienten nicht gerechtfertigt. Abzuwägen 

sind hierbei auch die Nebenwirkungen der Chemotherapie, die zumeist hä-

matologische sind (Neutropenie, Lymphozytopenie, Thrombopenie), sich 

aber auch in erhöhten Transaminasen, Infektionen oder thrombembolischen 

Ereignissen äußern können (Wick et al. 2012b). In einer Metaanalyse zeigten 

ältere Menschen ein Auftreten von hämatologischen Nebenwirkungen unter 

Therapie mit TMZ in 17 % der Fälle, was der Inzidenz bei jüngeren Patienten 

entspricht. Ältere, die einen nicht methyliertem MGMT-Promotor aufwiesen, 

zeigten in einer Untersuchung von Wick unter Therapie mit TMZ sogar eine 

Verkürzung des Gesamtüberlebens (3.3 vs. 4,6 Monate (Wick et al. 2012b)). 

 

Zusammenfasend lässt sich sagen, dass man im Kollektiv der älteren Men-

schen mit dem Methylierungsstatus des MGMT-Promotors, Patienten identi-

fizieren kann, die von einer Chemotherapie profitieren oder – im Falle eines 

Patienten in schlechtem Vorzustand, mit nicht-methylierten MGMT-Promotor 

– bei denen man in Anbetracht der Prognose und der unter den zu erwarten-

den Nebenwirkungen einer Chemotherapie, von einem solchen Therapiever-

such grundsätzlich absieht. Hier hätte also der Methylierungsstatus des 

MGMT-Promotors eine wirkliche therapiebeeinflussende Relevanz. 
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Zusammenfassung  

Die Glioblastomzellen der Linie LN-229 und TU 113 weisen unter Kontrollbe-

dingungen unterschiedliche Methylierungspotenziale auf. Initiales Trypsinie-

ren und anschließendes PCS-Lysieren von Zellen wirkt sich zelltypabhängig 

unterschiedlich stark auf die Konzentrationen von SAM, SAH und Ado aus, 

erscheint aber nicht ideal um diese Metabolite zu bestimmen. Für solche 

Messungen sollten Zellen stattdessen ausschließlich PCS-lysiert werden. 

Nach dem Trypsinieren kommt es bisweilen zu einem Anstieg der SAH und 

Ado-Konzentrationen, wie sie auch nach dem Absterben von Gewebe be-

schrieben wurden. Werden Zellen Trypsiniert und anschließend PCS-lysiert 

hat dies auch Auswirkung auf den Stoffwechsel der Adeninnukleotide, zwar 

bleibt die EC auch hier zelltypabhängig z. T. unverändert, aber man ver-

zeichnet einen deutlichen Anstieg von AMP zu Lasten von ATP. Auch hier 

erzielt man bessere Ergebnisse, wenn man die Zellen nur PCS-lysiert. Die 

Inkubation mit SAM, respektive mit Methionin und/oder Glukose vermag das 

MP nicht zu verändern. Künstlich gesteigerte SAM-Konzentrationen, schei-

nen mit erhöhten SAH- und Ado-Spiegeln assoziiert. Die Inkubation mit SAM 

führt zur Bildung von Methylthioadenosin, das im Gegensatz zu SAM in die 

Zelle aufgenommen werden kann. Während der Inkubation von Zellen wer-

den von zerfallenen Zellen Stoffwechselprodukte ins Medium abgegeben. 

Diese können die Messergebnisse beeinflussen. Der SAH-Hydrolase Hemm-

stoff Ado-2'3'-Dial senkt das MP in den hier durchgeführten Versuchen deut-

lich auf Werte von 0,5 ab. Dieses erniedrigte MP hat jedoch keinen Einfluss, 

weder auf den globalen Methylierungsstatus der DNA noch den des MGMT-

Promotors, Grundsätzlich stellt sich hier die Frage, ob Zellkulturen ein geeig-

netes Modellobjekt sind, bzw. welche Messtechnik sich zur Bewertung des 

MGMT-Promotors eignet.  
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